INFORME FINAL TECNICO Y DE DIFUSI()N

L ANTECEDENTES GENERALES

CODIGO: BID-PI-C-2001-1-A-013
NOMBRE DEL PROYECTO:

Elaboracion de un sistema confiable para la deteccion y caracterizacion de virus y
fitoplasmas que afectan la vid.

REGIONES DE EJECUCION: 1V, V, VI, VIl y Regién Metropolitana

AGENTE EJECUTOR: Universidad de Chile
Facultad de Ciencias Agrondmicas

AGENTES ASOCIADOS:

Vina Santa Rita S.A.

Vifiedos Emiliana S.A.

Univiveros
COORDINADOR DEL PROYECTO: Jai “Montéalegre A.
PERIODO DE EJECUCION: Desde 15 de diciembre de 2001

Hasta 30 de noviembre de 2007
USO INTERNO FIA

FECHA RECEPCION



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


II. RESUMEN

De acuerdo a los objetivos planteados y a la metodologia utilizada se ha logrado desarrollar
todas las actividades contempladas en el proyecto.

Ha sido posible poner a punto las técnicas de deteccion de virus (ELISA y RT-PCR) y
fitoplasmas (Nested-PCR) en vid, malezas e insectos; lo que significa disponer de
herramientas muy valiosas a utilizar en apoyo al desarrollo del sector vitivinicola en Chile.

La prospeccion realizada en vifiedos y parrones de la IV, V, VI, VII y Region
Metropolitana, ha evidenciado que la presencia de virus y fitoplasmas en las vides chilenas
es importante. Ademas se han caracterizado insectos Auchenorrhyncha probable vectores
de fitoplasmas en vid y encontrado malezas asociadas a vifiedos que funcionarian como
reservorio de esto mismos patogenos.

Con los trabajos realizados se ha contribuido al mayor conocimiento, en Chile, de las
enfermedades producidas por virus y fitoplasmas en la vid, ademés se ha dado respuestas a
algunos de los problemas que el cultivo presenta y que son causa de preocupacion para los
productores.

El desarrollo de este proyecto, ha permitido la interaccion con la comunidad involucrada en
la produccion de vides y en el ambito exportador, ademas participar en varios congresos
nacionales e internacionales dando a conocer los avances y logros alcanzados a lo largo del
proyecto y con ello realizar trabajos en conjunto con investigadores de diferentes
instituciones nacionales y extranjeras.

Creemos que los resultados del proyecto contribuirdan al desarrollo del “Sistema de
certificacion de la vid” en Chile.



III. INFORME TECNICO

1. OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo General

Desarollar un sistema basado en técnicas moleculares (serologia y amplificacion génica)
orientado al diagndstico y caracterizacion de los principales virus y fitoplasmas que afectan
la vid y determinar presencia de fitoplasmas en insectos y plantas reservorio.

Objetivos Especificos

1.

S A A

Recolectar suelo y material vegetal procedentes de vides de las Regiones VII, VI,
IV, V y Metropolitana, para establecer la situacion fitosanitaria actual de la vid en
Chile.

Desarrollar un sistema de diagnodstico confiable y répido para vid, utilizando
técnicas moleculares (serologia y amplificacion génica) para detectar virus y
fitoplasmas.

Caracterizar genéticamente tres patdgenos (virus y/o fitoplasmas) mas importantes
encontrados en vides chilenas.

Establecer un protocolo sensible y especifico para los cuatro patégenos (virus y
fitoplasmas) mas importantes detectados en el presente estudio, evaluado técnica y
econémicamente, orientado a la deteccion en plantas asintomaticas.

Determinar langostinos infectados por fitoplasmas.

Determinar plantas infectadas por fitoplasmas asociadas al cultivo de la vid.
Difundir los resultados obtenidos en el proyecto.

Todos los objetivos especificos planteados en el proyecto se han cumplido plenamente,
permitiendo asi el logro del objetivo general.

En el siguiente cuadro 1, se cuantifican los resultados obtenidos por objetivo especifico y
por actividad.



Cuadro 1

Objetivo | Actividad Descripcion Resultados Resultados Fecha
Especif. N° N° programados | obtenidos | Término
1 1.1 Recoleccion de material vegetal IV| 135 muestras | 63 muestras de
Region de planta planta 30.09.03
1 1.2 Recoleccion de material vegetal V y| 135 muestras | 215 muestras
Region Metropolitana de planta de plantas | 30.09.03
1 e Recoleccion de material vegetal VI y| 135 muestras | 152 muestras
VII Regiones de planta de planta 30.09.03
1 1.4 Almacenaje y mantenimiento del
material colectado 270 plantas 270 plantas | 15.12.05
1 1.5 Determinacién de poblaciones de
nematodos fitofagos vectores de virus| 135 muestras | 135 muestras | 31.12.03
Xiphinema index y X. americanum en de suelo de suelo
los suelos recolectados.
2 2.1 Desarrollo protocolo ELISA para los
siguientes virus en vides: GFLV,
ToRSV, ArMV, GVA, GVB, SLRSV, 10 virus 10 virus 31.12.02
GLRaV-1, 2, 3, GFkV
2 22 Desarrollo protocolo ELISA para los
siguientes virus en nematodos: GFLV, 2 virus 2 virus 30.04.04
ToRSV
2 23 Desarrollo protocolo de PCR para virus
y fitoplasmas, en vides: GFLV, ToRSV,
ArMV, GVA, GVB, SLRSV, GLRaV-1,| 11 virusy 12virusy |30.07.04
2, 3, GFkV, Grapevine rupestris stem| fitoplasmas fitoplasmas
pitting associated virus (GRSPaV), y
Fitoplasmas del amarillamiento de la vid
3 3.1 Amplificacion génica de patégenos de
vid. 12 12 30.09.05
3 3.2 Secuenciacion génica 12 12 30.09.05
3 3.3 Comparacion de secuencias 2virusy 1 2 virus y 4
fitoplasmas fitoplasmas | 30.09.05
3 34 Bloque de plantas infectadas con| 2virusy | 2 virusy 2
patégenos caracterizados fitoplasmas fitoplasmas | 31.10.05
4 4.1 Determinacion de costo, sensibilidad,
especificidad de cada técnica y mejor| Un estudio Un estudio | 30.09.05
época de muestreo para el diagnéstico| realizado realizado
de los 4 patégenos mas importantes
detectados en el estudio.
5 5.1 Recoleccion de langostinos. 450 insectos | 509 insectos | 30.11.07
5 5.2 Separacion de langostinos segin| 14 grupos 18 grupos | 30.09.07
caracteristica morfoldgicas.
5 53 Andlisis  para  fitoplasmas  en| 400 andlisis | 438 andlisis | 30.11.07
langostinos.
5 5.4 Caracterizacion de langostinos y |-Langostinos: |-Langostinos: 3 [ 30.11.07
fitoplasmas encontrados en ellos. 3 familias y 3 | familiasy 5
subfamilias; |subfamilias;
-Fitoplasmas: |-Fitoplasmas: 5
4 especies. especies.




6.1 Recoleccion de plantas asociadas a las| 70 plantas 89 plantas | 31.08.07
vides.
6.2 Separacion de plantas asociadas a las| 18 grupos 26 grupos 30.09.07
vides, segin caracteristicas
morfoldgicas.
6.3 Andlisis para fitoplasmas en plantas| 70 analisis 89 andlisis | 31.10.07
asociadas a las vides.
6.4 Caracterizacién de plantas asociadas a |-Plantas: 18 |-Plantas: 19 30.11.07
vides y fitoplasmas encontrados en |especies; especies;
ellas. -Fitoplasmas: |-Fitoplasmas: 3
3 especies. especies.
1.1 Charlas técnicas 3 charlas 3 charlas 07.05.04
7.2 Dia de Campo 2 dias de 2 dias de 27.01.04
campo campo
7.3 Seminario Internacional 1 seminario | seminario | 06.04.05
7.4 Participacion a congresos nacionales e| 12 trabajos 19 trabajos | 17.11.05
internacionales con presentacion de
trabajos
.5 Presentacion de  trabajos  para| 5 trabajos 8 trabajos | 30.11.05
publicaciones en revistas internacionales
7.6 Presentacion  de  trabajos  para| 2 trabajos | 2 trabajos mas | 30.04.05
publicaciones en revistas nacionales 6 resiimenes de
presentaciones
a congresos




X METODOLOGIA DEL PROYECTO

Para la realizacion de las actividades 1.1, 1.2, 1.3y 1.5
Recoleccion de material vegetal

Se recolectaron muestras de plantas de vides de variedades de uva da vino y de mesa y se
guardaron en bolsas de polietileno rotuldndolas con el mismo nimero asignado a la planta
de origen. Las bolsas se pusieron en un refrigerador portatil para el transportarlas a
refrigeracion. Una vez en el laboratorio las bolsas y fueron almacenadas a 4° C. Las plantas
se marcaron utilizando una etiqueta plastificada que indica el nimero de muestra.

La metodologia de muestreo consistié en recolectar todos los sectores de la planta. Para la
deteccion de virus se recolectaron sarmientos lignificados de aproximadamente 50 cm de
largo. Para los fitoplasmas se recolectaron preferencialmente las hojas.

Recoleccion de suelo

Se realizo utilizando un barreno de 2,5 cm de didmetro o una pala, extrayendo suelo mas
raicillas de la temporada o de la temporada anterior, las cuales se mezclaron obteniendo
finalmente una muestra compuesta de 1-3 kg de suelo.

El suelo se mantuvo una semana a temperatura ambiente en el Laboratorio, luego de lo cual
se realizo el proceso de extraccion. Para ello se utilizé el método de tamizado de suelos
seguido por un periodo de 48 horas en un embudo Baermann. La extraccion se realizo en
forma diferenciada, utilizando tamices de 120 mallas/pulgada para la separacion de los
nematodos de mayor tamaifio, como los del género Xiphinema.

Para la realizacion de la actividad 1.4

Después de 25 dias en frio se procedio al enraizamiento de las estacas lignificadas de vid.
Para aumentar el drea de potencial crecimiento de raices, se realizé un rayado de la corteza
de las estacas. Luego se sumergieron en una soluciéon de éacido indol butirico a una
concentracion de 1.750 ppm, para luego depositarlas en vasos plasticos con 200 ml de
sustrato de perlita y turba en relacion 2:1. Estos vasos plasticos se pusieron en “cama
caliente” a 20°C. La humedad del sustrato se mantuvo mediante riegos con agua potable
dos veces por semana.

En estas condiciones el material fue mantenido alrededor de 20 dias, momento en el cual
las estacas enraizadas fueron trasladadas a bolsas plasticas de 500 ml de capacidad que
contenian un sustrato formado por suelo agricola, tierra de hoja y arena en relacion 1:1:1.



Para la realizacion de la actividad 1.5

La identificacion se realizd usando una lupa estereoscopica, contando los nematodos
Xiphinema index y X. americanum s.1. extraidos de 250 ml de suelo.

Para la realizacion de la actividad 2.1

Se desarrollaron los protocolos propuestos por la empresa Agritest Italia, que se anexaron
en el Informe de Avance Técnico N° 1.

Para la realizacion de la actividad 2.2

Se utilizaron muestras de nematodos extraidos de suelos donde se desarrollaban plantas que
resultaron positivas a GFLV y ToRSV. En este tltimo caso, no habiendo encontrado vides
infectadas con el virus, para realizar el trabajo se utilizaron nematodos obtenidos desde
suelo con ciruelos positivos a TORSV.

La extraccion del virus desde nematodos se efectué moliéndolos en el mismo tampén de
extraccion ELISA utilizado para el tejido vegetal. Los pasos siguientes correspondieron a
los mismos seguidos para el protocolo de DAS-ELISA aplicado a tejido vegetal.

Para la realizacion de la actividad 2.3

Los protocolos de extraccion de acidos nucleicos y para la ejecucion de RT-PCR para la
deteccion de virus y de Nested-PCR para los fitoplasmas se adjuntaron en el anexo del
Informe de Avance Técnico N° 2.

Para la realizacion de las actividades 3.1,3.2 y 3.3

Para la purificacion de amplificados de virus y fitoplasmas se utiliza el sistema comercial
de Gibco-BRL (Cat. 11458). Este describe la adicién al fragmento de DNA en solucion
acuosa, de una solucién compuesta por hidrocloruro de guanidina concentrada, EDTA,
Tris-HCI e isopropanol, con las concentraciones protegidas, la mezcla es centrifugada sobre
un tubo con filtro a 12.000 x g por un minuto. Sobre este filtro es agregada una segunda
solucion compuesta por NaCl, EDTA, y Tris-HCl y es vuelto a centrifugar bajo las mismas
condiciones. Después el DNA es disuelto en 30 a 50pul H20 a 60 °C por Iminuto sobre el
centro del filtro y centrifugado por 2 min a 12.000 g.

El eluido obtenido se liga al vector comercial pGEM-T, usédndose 50 ng de vector (1 ml), 3
unidades de T4 DNA ligasa, adicionando tampdn a concentraciones finales de 30 mM Tris-
HCI (pH 7,8), 10 mM MgCI2 , 10 mM DTT, 0,5 mM ATP (1 ml), completando la reaccion
con el producto de PCR a un voliimen final de 10 ml. La reaccion se incuba a 16 °C por 16
horas.



Para la clonacién se procede a la transformacion de bacterias E. coli DH5a, por
electroporacion, usando el Electroporador BIO-RAD modelo Gene Pulser™ en las
siguientes condiciones: 200 Q de resistencia, 2,5 kV de caida de potencial y 25 pF de
conductancia; usando cubetas especiales de la misma marca mantenidas a 4 °C con la
mezcla de 1 pl de ligacion, y 40 pl de bacteria electro-competente preparadas con
antelacion y mantenidas a —80 °C. Luego de ser sometidas a la carga eléctrica las células
son vueltas a 4 °C por aproximadamente 1 minuto y posteriormente estabilizadas en 1ml de
medio de crecimiento SOC (triptona 20g/l, levadura 5 g/l NaCl 0,5 g/l, glucosa 3,6g/l, KCI
180 mg/l y MgCl, 0,95g/1) a 37 °C con una agitacion de 225 rpm durante 1 hora en tubos de
50 ml. Pasado este tiempo se siembran entre 50-250 pl de este medio en placas de Petri con
LB agar IPTG Xgal mas antibidtico Carbenicilina a 100 pg/ml, para la seleccion de los
clones positivos por medio de antibidtico y coloracion de colonias. Las placas se incuban a
37 °C entre 12 y 18 horas.

A las colonias blancas obtenidas se les realizan pruebas de PCR directo, para ello se pica
las colonias con una punta estéril o un mondadientes de forma individual, la punta es lavada
en 10ul de H,O estéril, y vuelta a lavar en 1 ml de medio de crecimiento Luria-Bertani
(LB), para usarlo como respaldo de la linea celular. La mezcla de reaccion esta compuesta
por: 1-2 unidades Taq-DNA polimerasa, 2,5 mM de MgCl,, 5 pmol M13FOR y 5 pmol
MI3REV , | mM de dNTPs, 50 mM KCl y 10 mM Tris-HCI (pH 8,4) hasta un volumen
final de 30 pl, incluyendo los 10 ul de bacteria. El perfil térmico aplicado fue de 5 minutos
a 95 °C seguido de 40 ciclos de: desnaturalizacién a 94 °C por 1 min., "annealing" a 55 °C
por | min. y elongacién por 1 min. a 72 °C, finalmente se aplicé un escalén de 7 min. a 72
°C, quedando las reacciones de amplificacion listas para su analisis por electroforesis, en
gel de agarosa al 1 % tefiido con Bromuro de Etidio.

A los clones positivos se les realiza una mini preparacién plasmidial, se parte de bacterias
frescas crecidas hasta O.D. 1 (600 nm), aproximado, en su defecto un cultivo crecido por
toda la noche. Se precipitan entre 1 ml y 5 ml de cultivo por 5 minutos en una centrifuga de
sobremesa a 10.000 rpm, se desecha el sobrenadante y el sedimento es resupendido en 100
pl de una soluciéon compuesta por 50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCl y 10 mM EDTA
a pH 8,0 preferentemente a 4 °C, se homogeneiza la solucién tras lo cual se procede a lisar
las células con 200 pl de una solucién basica compuesta por 0,2 N NaOH y 1 % SDS
preparada en el momento, se mezclan suavemente la solucion hasta que esta sea
transparente, posteriormente se agrega 150 pl de una tercera solucion compuesta de 60 %
v/v 5M acetato de potasio, 11,5 % v/v de acido acético glacial, se mezcla suavemente hasta
que se forma un precipitado blanco. La mezcla final es centrifugada a 10.000 rpm por 5
minutos a 4 °C, el sobrenadante es traspasado a un tubo limpio, en donde se le agrega un
volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:23:1) (450ul aproximado), la
solucion es vuelta a centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm, y se toma con una micropipeta
la fase acuosa superior (esta etapa se repite en dos oportunidades para el caso del
Agrobacterium tumefaciens ), la que es traspasada a otro tubo estéril en el que se le agregan
un décimo de una solucién de Acetato de Amonio 10 M (40 pl), seguido de dos voliumenes
de etanol 100 % a —20 °C (880 pl), la mezcla es dejada por 30 minutos a —20 °C tras lo cual
es precipitada por 15 min. a 15.000 rpm a 4 °C, el sedimento se seca con mucho cuidado y
se le agregan 1 ml de etanol 70 % a —20 °C y es vuelto a centrifugar por 5 minutos a
15.000rpm, el sedimento final es secado y posteriormente resuspendido en 50 pl de H,O



estéril con 0,1 mg/ml de RNAsa. Y posteriormente observado en un gel de agarosa tefiido
con Bromuro de etidio.

Una vez comprobada la integridad del plasmidio se procede ha realizar una digestién con la
enzima de restriccion EcoR 1 bajo las condiciones indicadas por el fabricante, para observar
el tamafio del amplificado clonado. Finalmente las muestras se envian a secuenciar por
secuenciacion automatica.

Las secuencias obtenidas a partir de los productos de amplificacién de los aislados
presentes en Chile han sido alineadas en GenBank para poder determinar el porcentaje de
similitud con aquellas presentes en el banco de datos. El resultado de la alineacion entrega
informaciones sobre eventuales diferencias genéticas existentes entre los aislados de virus y
fitoplasmas caracterizados en diferentes paises.

Para la realizacion de la actividad 3.4

Se enraizaron y almacenaron, segin la metodologia anteriormente detallada, las muestras
desde la cual se obtuvieron los patégenos que han sido caracterizados genéticamente.

Para la realizacion de la actividad 4.1

Costo de las técnicas de deteccion

Para cada técnica se consideraron los siguientes items de costos: reactivos, personal
técnico, uso de infraestructuras (que incluye gastos basicos y mantenimiento equipos),
gastos de administracion.

Este ejercicio se hizo para las técnicas ELISA y RT-PCR (deteccion de virus) y Nested-
PCR (deteccion de fitoplasmas), que se desarrollaron en el marco del presente proyecto.

Especificidad y sensibilidad de las técnicas de deteccion

Se determind la sensibilidad y especificidad de las técnica ELISA y RT-PCR para la
deteccion de seis virus: Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll-associated
virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2), Grapevine leafroll-
associated virus 3 (GLRaV-3), Grapevine virus A (GVA) y Grapevine fleck virus (GFkV).

El ensayo de especificidad se realizé para probar que las técnicas ELISA y RT-PCR no
desarrollan reacciones cruzadas entre diferentes virus, generando asi resultados “falsos
positivos”. Tanto con ELISA como con RT-PCR, se utilizo floema de sarmientos
lignificados de plantas de vid cuyo cddigo es especificado en el cuadro 2. Los kits ELISA
utilizados son de la empresa Agritest, Italia y los protocolos de analisis se presentaron en el
informe N° 1. Para la RT-PCR se utilizaron los partidores y protocolos de analisis
presentados en los informes N° 2 (para GLRaV-2 y GVA), 3 (para GFkV), 4 (para GFLV y
GLRaV-3)y 5 (para GLRaV-1).



Debido a la dificultad de poder encontrar muestras a infeccion simple se utilizaron en
mayoria aquellas con infeccion mixta.
En cada ensayo, con el cual se evaluo la especificidad de ambas técnicas de deteccion para
un determinado virus, se utilizaron de una a cinco distintas muestras (repeticiones)
infectadas con cada uno de los otros 5 virus (Cuadro 3). Se utilizaron siempre tres controles
negativos (tampén de extraccion, tejido fresco y liofilizado de vides sanas) y dos positivos
(tejido fresco y liofilizado de vides infectadas).
Las muestras usadas para los ensayos antes descritos, se analizaron previamente para
confirmar el estado sanitario.

Cuadro 2. Muestras utilizadas para los ensayos de especificidad.

Codigo muestra

Virus presentes en la muestra

70 GFLV

203 GLRaV-1, GVA, GFkV
205 GLRaV-1, GVA, GFLV
206 GLRaV-1, GVA, GFkV
257 GLRaV-1, GVA

289 GLRaV-3

308 GLRaV-1, GVA, GFLV
341 GLRaV-3

368 GVA, GFkV, GFLV
374 GLRaV-3
1118 GLRaV-1, GLRaV-2
1157 GLRaV-2, GFkV

1517 GFLV
2280 GLRaV-2, GLRaV-3, GFkV
2300 GLRaV-2, GLRaV-3, GVA
2303 GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, GFLV
2336 GFLV
2339 GFkV
2340 GLRaV-2, GLRaV-3

Cuadro 3.  Virus objetos de los ensayos de especificidad y muestras
utilizadas para la realizacion de los mismos.

Virus objeto Cadigo de las muestras utilizadas en cada ensayo
del ensayo (muestras no infectadas con el virus objeto del ensayo)
GFLV 203, 206, 257, 289, 1118, 2280, 2300, 2340
GLRaV-1 70, 368, 1157, 1517, 2280, 2300, 2303, 2340
GLRaV-2 203, 205, 289, 308, 341, 368, 374, 2336, 2339
GLRaV-3 70, 203, 205, 206, 1118, 1157, 2336
GVA 70, 289, 341, 1118, 1157, 1517, 2280, 2336, 2339, 2340
GFkV 205, 257, 289, 308, 2280, 2303, 2340
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La finalidad del ensayo de sensibilidad ha sido determinar el umbral de deteccion de las
técnicas ELISA y RT-PCR, para los mismos seis virus mencionados anteriormente. El tipo
de material vegetal, kits ELISA, partidores y protocolos son los mismos que se utilizaron
para el ensayo de especificidad.

Tanto en ELISA como en RT-PCR se utilizaron las mismas tres muestras para cada virus
considerado (Cuadro 4). Solo para los ensayos con ELISA se utilizé ademas una muestra de
tejido liofilizado infectado.

Se disminuy6 la concentracion del antigeno viral presente en el extracto de material vegetal
infectado, utilizando el extracto de una muestra sana. De esta forma se prepararon las
siguientes diluciones (cantidades de partes de infectado/cantidades de partes total)
utilizadas en los ensayos: 1/1 (solo tejido infectado), 1/5, 1/10, 1/15, 1/20, 1/30, 1/40 y
1/50. Solo para RT-PCR se utilizaron también las diluciones 1/100, 1/200, 1/300 y 1/500.
Previamente, con el fin de decidir como realizar las diluciones, se compar6 la modalidad de
diluciéon de los extractos (como explicado anteriormente) con una dilucién realizada
mediante mezcla de floema infectado con sano.

Cuadro4.  Virus objetos de los ensayos de sensibilidad y muestras
utilizadas para la realizacion de los mismos.

Virus objeto Codigo de las muestras utilizadas en cada ensayo

del ensayo (muestras infectadas con el virus objeto del ensayo)
GFLV 2336, 2337, 2359

GLRaV-1 203, 206, 2357

GLRaV-2 2356, 2476, 2484

GLRaV-3 2360, 2483, 2482
GVA 203, 2361, 2482
GFkV 203, 2482, 2484

Mejor época de muestreo

Este ensayo partio en septiembre de 2003 y termin6 en agosto de 2004. Los analisis se
realizaron mensualmente sobre material vegetal recolectado en la Gltima semana de cada
mes.

Los oOrganos de las plantas analizados difirieron segin la época de muestreo. Se
recolectaron y analizaron en cada mes todos los Organos presentes en las plantas
consideradas para la prueba. En particular se han analizados brotes, peciolos de hojas, hojas
y floema de sarmientos lignificados, siendo este Gltimo el unico material vegetal disponible
desde mayo hasta agosto.

Para el ensayo se consideraron los siguientes virus: GFLV, GLRaV-3, GVA y GFkV,
utilizando para la deteccion las técnicas ELISA y RT-PCR en tres repeticiones (tres
plantas) por cada virus.

Las mayoria de las muestras utilizadas presenta una infeccion viral mixta, por lo tanto
previamente se determiné la especificidad tanto de ELISA como de RT-PCR para descartar
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la posibilidad de reacciones cruzadas y la generacion de resultados “falsos positivos™ con
ambas técnicas.

Las muestras se recolectaron de plantas que se encuentran en vifiedos y parrones de la
Regién Metropolitana.

Para la realizacion de la actividad 5.1

La recoleccion de insectos se realizé en predios de diferentes localidades de la V, VI, VIl y
Regién Metropolitana.

Para la captura se utilizé principalmente la red entomoldgicas, se separaron los insectos en
tubos de ensayo y se trasladaron al laboratorio en hielo. Algunos insectos han sido
capturados utilizando trampas entomologicas con pegamento.

La mayoria de estos insectos han sido fotografiados con lupa y sucesivamente puestos en
alcohol absoluto para su caracterizacion y anlisis fitoplasmolégicos.

Para la realizacion de la actividad 5.2

Los insectos se fotografiaron con lupa y se separaron en grupos segin las caracteristicas
morfologicas observadas. Dentro de cada grupo, se separaron las hembras de los machos,
enviando algunos de estos Gltimos al entomélogo Alberto Alma de la Universidad de Turin
en Italia, para realizar la clasificacion. Los individuos de cada grupo que quedaron en Chile
se analizaron para detectar la presencia de fitoplasmas.

Se caracterizaron solamente aquellos insectos que han dado resultados positivos a los
andlisis para fitoplasmas.

Para la realizacion de la actividad 5.3

Para la deteccion de fitoplasmas, el método de extraccion de DNA desde insectos que se ha
desarrollado es similar al que se utiliza para material vegetal (véase informe N° 2). Aunque
en este caso se tuvo que reducir proporcionalmente las cantidades de reactivos y tampones
para poder realizar el trabajo en microtubos de 2,2 ml.

Para analisis de fitoplasmas se utilizé la técnica de Nested-PCR, segiin el protocolo que se
informo anteriormente.

Para la realizacion de la actividad 5.4

Caracterizacion de langostinos

Se realiza a través de la observacion de los 6rganos genitales de los insectos machos a
través de una clave de identificacion simplificada relativa a los hemipteros
Auchenorrhyncha, que ha sido elaborada por el Dr. Alberto Alma.
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Caracterizacion de fitoplasmas encontrados en langostinos

Para la caracterizacion de los fitoplasmas se utilizaron la técnica de restriccién enzimatica
(RFLP) y, en algunos casos, el andlisis de las secuencias nucleotidicas, cuyos protocolos
han sido informados anteriormente.

Para la realizacion de la actividad 6.1

La recoleccion de plantas asociadas a vifiedos y/o alrededor de los mismos, se realizd en
predios de diferentes localidades de la V, VI, VII y Region Metropolitana. Las herbaceas
fueron exclusivamente malezas y han sido recolectadas por entero. Mientras de las lefiosas
se han recolectados estacas con hojas.

Para la realizacion de la actividad 6.2

Las plantas asociadas a vifiedos y/o alrededor de los mismos, has sido fotografiadas y
separadas en grupos segln caracteristicas morfologicas observadas.

Para la realizacion de la actividad 6.3

Para la deteccion de fitoplasmas, el método de extraccion de DNA desde plantas asociadas
a vifiedos es idéntico al que se usa para la vid (véase informe N° 2).

Para analisis de fitoplasmas se utilizé la técnica de Nested-PCR, segin el protocolo que se
informé anteriormente.

Para la realizacion de la actividad 6.4

Caracterizacion de malezas

Las malezas encontradas en los vifiedos se han clasificado con la ayuda de los siguientes
manuales:

Viggiani P. y Angelini R. 1998 Erbe spontanee e infestanti: tecniche di riconoscimento di
graminacee. Edagricole, Italia;

Viggiani P. 1998 Erbe spontanee e infestanti: tecniche di riconoscimento di dicotiledoni.
Edagricole, Italia.

Juan Ormefio Nufiez (2005) Malezas de huertos frutales y vides: biologia y control.
Coleccion de libros INIA, N° 17.

Para la definitiva caracterizacion de las malezas, ha sido muy importante el apoyo
brindado, en estos tltimos meses de proyecto, por la profesora Verénica Diaz de la
Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile, experta en reconocimiento y
control de malezas asociadas a cultivo agrario.



Caracterizacion de fitoplasmas encontrados en plantas asociadas a vifiedos

Para la caracterizacion de los fitoplasmas se utilizaron la técnica de restriccion enzimatica
(RFLP) y, en algunos casos, el andlisis de las secuencias nucleotidicas, cuyos protocolos
han sido informados anteriormente.

3. ACTIVIDADES DEL PROYECTO

Las actividades del proyecto se detallaron en el cuadro 1. En el mismo cuadro aparece
también una cuantificacion de los resultados obtenidos sobre los programados, donde
aparece claro que no hay discrepancias entre las actividades programadas y las
efectivamente realizadas.

4. RESULTADOS DEL PROYECTO

Actividades 1.1, 1.2,1.3y 1.5

Recoleccion de material vegetal

Se marcaron 63 plantas en la IV region, 142enlaV, 118 enla VI,34enla VIly 73 en la
region metropolitana (RM), por un total de 430.

El cuadro con los detalles de este muestreo se encuentra en el Informe Técnico de Avance
Ne° 4,

Recoleccion de suelo

Se recolecto suelo principalmente desde los predios donde se detecté GFLV para averiguar
la correlacion con el vector Xiphinema index.

En la IV region se recolectaron 34 muestras de suelo, 39enlaV,9en VI, 16 en la VIl y 37
en la RM, por un total de 135.

Los detalles se encuentran en los Informe Técnicos de Avance N° 1,2, 3,4y 5.



Actividad 1.4

Se almacenaron y mantuvieron en condiciones controladas 270 plantas de las 430
marcadas. En general se traté de mantener aquellas que resultaron positivas para virus y

fitoplasmas de modo de poder disponer de una coleccion de plantas infectadas.

Actividad 1.5

En el cuadro 5 se detallan los resultados nematologicos obtenidos de las 135 muestras de

suelo recolectadas.

Cuadro 5. Resultados analisis suelos

Resultado
ELISA en Cantidad de nematodo en 250
plantas em’ de suelo
Predio Xiphinema Xiphinema.
(Variedad — Region) | GFLV | ToRSV Index Americanum
s.l.
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 175
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 400
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 1500
Chardonnay — V Neg. | Neg. 45 0
Thompson — V Neg. | Neg. 50 75
C.Sauvignon — RM | Neg. | Neg. 15 46
C.Sauvignon —RM | Neg. | Neg. 5 30
C.Sauvignon - RM | Neg. | Neg. 10 198
Carmenere — RM Neg. | Neg. 100 70
C.Sauvignon —RM | Pos. | Neg. 8 25
C.Sauvignon—RM | Pos. | Neg. 10 40
Sauvignon B.- V Neg. | Neg. 0 18
Chardonnay — V Pos. | Neg. 0 55
C.Sauvignon -RM | Pos. | Neg. 0 45
Carmenere -RM Pos. | Neg. 0 30
Carmenere -RM Pos. | Neg. 10 85
Thompson -V Pos. | Neg. 10 5
Thompson -V Pos. | Neg. 90 85
Crimson -1V Pos. | Neg. 220 35
Pisquera -1V Pos. | Neg. 90 75
Red Globe -1V Pos. | Neg. 290 45
Flame -1V Pos. | Neg. 115 35
Thompson -1V Pos. | Neg. 210 145
Merlot —VII Neg. | Neg. 0 35
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Thompson —VI Pos. | Neg. 55 80
Pinot Noir -V Pos. | Neg. 0 45
C.Sauvignon —RM | Pos. | Neg. 90 0
C.Sauvignon -RM | Pos. | Neg. 40 0
Carmenere.- RM Pos. | Neg. 90 0
Carmenere — RM Pos. | Neg. 20 0
Thompson -V Pos. | Neg. 120 10
Crimson — V Pos. | Neg. 80 10
Thompson — V Pos. | Neg. 105 30
Thompson —V Pos. | Neg. 45 15
Merlot —VII Neg. | Neg. 0 10
Syrah — VII Neg. | Neg. 20 120
Syrah — VII Pos. | Neg. 0 0
Thompson —VI Pos. | Neg. 40 0
Petit Syrah — RM Pos. | Neg. 0 35
C.Sauvignon —RM | Neg. | Neg. 30 10
C.Sauvignon —RM | Neg. | Neg. 90 35
C.Sauvignon —RM | Neg. | Neg. 900 10
Chardonnay — V Neg. | Neg. 35 0
Chardonnay — V Neg. | Neg. 10 0
Chardonnay — V Neg. | Neg. 60 0
Chardonnay — V Neg. | Neg. 10 0
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 65
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 95
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 120
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 30
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 75
Chardonnay — V Neg. | Neg. 0 200
Thompson — V Neg. | Neg. 80 0
Petit Syrah — RM Neg. | Neg. 0 0
Carmenere — RM Neg. | Neg. 40 5
C.Sauvignon —RM | Neg. | Neg. 0 0
C.Sauvignon —RM | Neg. | Neg. 0 0
Thompson — RM Neg. | Neg. 0 0
Thompson — IV Neg. | Neg. 0 0
Crimson — IV Neg. | Neg. 0 0
Crimson — [V Neg. | Neg. 0 0
Crimson — V Pos. | Neg. 230 0
Petit Syrah — RM Neg. | Neg. 0 0
Chardonnay —-RM | Neg. | Neg. 120 0
Carmenere — RM Neg. | Neg. 25 0
Chardonnay —-RM | Neg. | Neg. 30 0
Merlot — RM Neg. | Neg. 0 50
C.Sauvignon —RM | Pos. | Neg. 170 0
C.Sauvignon —RM | Pos. | Neg. 280 0
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C.Sauvignon —RM | Pos. | Neg. 450 0
Thompson — RM Neg. | Neg. 10 0
Red Globe — RM Neg. | Neg. 15 0
C.Sauvignon— VI | Neg. | Neg. 15 35
Carmenere — VI Neg. | Neg. 10 20
Carmenere — V1 Neg. | Neg. 0 30
Thompson — IV Neg. | Neg. 0 0
Red Globe — 1V Neg. | Neg. 0 0
Thompson — IV Neg. | Neg. 0 0
Red Globe — 1V Neg. | Neg. 0 0
Petit Syrah — RM Neg. | Neg. 40 0
Petit Syrah — RM Pos. | Neg. 35 0
Merlot — VI Neg. | Neg. 0 45
C. Sauvignon - VI | Neg. | Neg. 0 25
Carmenere — RM Neg. | Neg. 0 0
3309 - VI Neg. | Neg. 0 0
Merlot — VI Neg. | Neg. 0 0
Merlot— VII Neg. | Neg. 0 60
Syrah — VII Neg. | Neg. 0 45
Autumn Royal -V | Pos. | Neg. 130 0
Autumn Royal -V | Pos. | Neg. 210 0
Serna -V Neg. | Neg. 15 0
Carmenere - V Neg. | Neg. 0 15
Carmenere — V Neg. | Neg. 0 85
Merlot - V Neg. | Neg. 0 220
Merlot — V Neg. | Neg. 0 25
Sauvignon Blanc — | Neg. | Neg.

\4 0 145
Sauvignon Blanc — | Neg. | Neg.

\4 0 25
Sauvignon Blanc — | Neg. | Neg.

\ 0 40
Pinot Noir — V Neg. | Neg. 10 140
Carmenere — RM Neg. | Neg. 0 15
C.Sauvignon - RM | Neg. | Neg. 0 50
Thompson — IV Neg. | Neg. 35 20
Thompson — IV Neg. | Neg. 40 10
Thompson — IV Neg. | Neg. 110 15
Thompson — IV Neg. | Neg. 45 0
Thompson — 1V Neg. | Neg. 80 75
Black Seedless -1V | Neg. | Neg. 40 55
Crimson — [V Neg. | Neg. 155 0
Red Globe -1V Neg. | Neg. 105 40
Moscatel — IV Neg. | Neg. 240 0
Red Globe — IV Neg. | Neg. 150 30
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Crimson — IV Neg. | Neg. 115 0
Thompson — IV Neg. | Neg. 0 20
Black Seedless - IV | Neg. | Neg. 0 105
Thompson — IV Neg. | Neg. 195 45
Black Seedless - IV | Neg. | Neg. 75 40
Thompson — IV Neg. | Neg. 550 100
Flame — IV Neg. | Neg. 240 55
Thompson — IV Neg. | Neg. 420 110
Thompson — IV Neg. | Neg. 335 25
Merlot — VII Neg. | Neg. 0 20
Merlot — VII Neg. | Neg. 0 30
Merlot — VII Neg. | Neg. 0 15
Merlot — VII Neg. | Neg. 0 30
Syrah - VII Neg. | Neg. 0 10
Merlot — VII Neg. | Neg. 0 130
Syrah — VII Neg. | Neg. 0 0
Thompson — V Neg. | Neg. 0 10
Thompson -V Neg. | Neg. 10 5
Thompson -1V Neg. | Neg. 10 25
Syrah — IV Neg. | Neg. 0 110
Syrah — IV Neg. | Neg. 0 75
Merlot — VII Neg. | Neg. 0 30
C. Sauvignon - VII | Neg. | Neg. 0 80
Carmenere - VII Neg. | Neg. 0 0

De los 135 suelos analizados en 88 se encontrd Xiphinema americanum s.l. (vector de
ToRSV), mientras en 72 se detecto la presencia de Xiphinema index (vector de GFLV).

Como se observa en el cuadro anterior, no siempre hay correspondencia entre la presencia
de infeccion por GFLV y su vector especifico en el suelo. Como ya se dijo anteriormente
en ningln caso hemos encontrado vides infectadas por ToRSV, pero si hay abundancia de
suelos con X. americanum s.1. Este grupo de nematodos incluye un gran nimero de especie,
o probables especies, todavia pocos conocidas. Por lo tanto, tampoco son claras las
relaciones de especificidad con los diferentes nepovirus.

La cantidad de predios positivos a GFLV es de 33, de los cuales 27 también presentan a X.
index. Por otro lado hay 45 predios con el nematodo sin que se hayan detectado infecciones
del virus en las plantas. En este caso es probable que los vectores no sean infectivos por no
haber nunca adquirido el virus y asi poderlo transmitir a las plantas. En el caso de ausencia
del vector en el suelo y presencia de plantas positivas, se presume que estas llegaron al
predio ya infectadas.

La situacion es sin duda alarmante, en cuanto la abundante presencia de nematodos

vectores de virus en los suelo, es una amenaza para la viticultura del pais. Es importante
trabajar firmes para bajar la presion de los vectores, preocupandose al mismo tiempo de
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propagar plantas libres de nepovirus, para que los nemétodos no los adquieran.
Lamentablemente se ha visto como es dificil interrumpir el ciclo de la enfermedad,
sobretodo en el caso de GFLV, en presencia de X. index infectivos.

Actividad 2.1

Se han desarrollado los protocolos ELISA para los siguientes virus: Grapevine fanleaf
(GFLV), Tomato ringspot (ToRSV), Arabis mosaic (ArMV), Grapevine virus A (GVA),
Grapevine virus B (GVB), Grapevine leafroll associated virus-1, 2, 3 (GLRaV-1, 2, 3),
Strawberry latent ringspot (SLRSV) y Grapevine fleck (GFkV). Esto ha permitido realizar
a la brevedad la prospeccion en las regiones de interés para el proyecto.

Se detectd por primera vez en Chile la presencia de virus de importancia economica como
GFkV y GVB. Ademas aunque existen informaciones sobre la presencia de GLRaVs en
Chile, en este proyecto se plante6 distinguir las tres especie mas difundidas (GLRaV-1, 2 y
3) de las nueve reportadas a escala mundial. Estos resultados han sido confirmados
posteriormente a través de la técnica de RT-PCR.

En las muestras que presentaban antecedentes sintomatolégicos, tales como decaimiento de
plantas, atraso en la brotacion y falta de color, disminucion de la concentracion de azicar
en bayas de variedades rojas, se detectaron a través de ELISA principalmente los GLRaVs
acompafiados en algunos casos por GFkV, GVA y GVB. En el caso de infeccion multiple,
los sintomas resultaron ser mas acentuados.

También en muestras de plantas que presentaban sintomas de amarilleces y mosaicos de las
hojas se detecté6 GFLV.

Actividad 2.2

Como indicado en el Informe de Avance Técnico N° 5, con la técnica ELISA se ha logrado
detectar solo GFLV en una muestra de 100 nematodos. Mientras en ninglin caso ha sido
posible detectar TORSV en nematodos cuando se utilizaron en nimero de 50 como de 100.
Estos resultados confirman que no es facil la deteccion de los virus antes mencionados
directamente en los nematodos vectores, porque al parecer el nivel de infeccion es muy
bajo, debido al bajo nimero de nematodos infectados y/o porque los que resultan infectados
poseen una baja carga viral.

Esto ha obligado a probar con otra técnica de diagndstico, en especifico con RT-PCR para
los dos virus, logrando detectar solo GFLV en muestras de 100 nematodos. Mientras en
ningln caso ha sido posible detectar ToORSV en nematodos extraidos de suelo con vides,
cuando se utilizaron en nimero de 50 como de 100.

La imposibilidad de encontrar muestras de vid positivas a ToRSV, y por consecuencia,
Xiphinema americanum s.l. positivos a ToRSV nos ha obligado a utilizar nematodos
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extraidos de suelos con ciruelos positivos a ToRSV. En este caso se ha logrado detectar
ToRSV solo en muestras de 100 Xiphinema americanum s...

Actividad 2.3

En el Informe de Avance Técnico N° 2 se detallan los protocolos de extraccion de acidos
nucleicos para la deteccion de virus y de fitoplasmas. Ademas se detallan los protocolos
para realizar la RT-PCR para GLRaV-2, GVA, GVB, GRSPaV y GLRaV-2 Red Globe —
RG- (nueva denominacion de Grapevine rootstock stem lesion-associated virus - GRSPaV).
En el Informe de Avance Técnico N° 3 se encuentran los protocolos de RT-PCR para GFkV
y de Nested-PCR para la deteccion de fitoplasmas en vid. En el Informe de Avance Técnico
N° 4 se incluyeron los protocolos de RT-PCR para GFLV y GLRaV-3. En el Informe de
Avance Técnico N° 5 se detallan los protocolos de RT-PCR para GLRaV-1 y ToRSV. En el
Informe de Avance Técnico N° 6 se anexaron los protocolos de RT-PCR para ArMV y
SLRV.

Resultados en virus

Se ha podido averiguar en forma preliminar y con algunas muestras infectadas con GLRaV-
2, que RT-PCR es mas sensible con respecto a ELISA.

Mediante RT-PCR se pudo confirmar los resultados obtenidos con ELISA, especialmente
en relacion a GVB que no habia aun sido encontrado en Chile. Ademas se detecté GRSPaV
y GLRaV-2 RG (antes GRSLaV), también nunca antes encontrado en Chile. Estos Gltimos
dos virus solo se pueden diagnosticar mediante RT-PCR no existiendo anticuerpos para
poder detectarlos a través de ELISA.

GLRaV-2 RG es un virus asociado a fenémenos de incompatibilidad en la variedad de uva
de mesa Red Globe injertada.

También se observa que aquellas muestras de la variedad Red Globe positivas a GLRaV-2
a través de ELISA, resultan negativas a este mismo virus cuando se efectiia un anilisis a
través de la técnica de RT-PCR. Sin embargo, las mismas son positivas para GLRaV-2 RG,
indicando con eso que existe una reaccion cruzada de los anticuerpos de GLRaV-2
utilizados en ELISA con el virus GLRaV-2 RG. Esto tiene su justificacion en el hecho que
los dos virus comparten casi el 75% de su genoma.

En el caso de algunas muestras de vid resultadas positivas a ToORSV al inicio del proyecto,
no ha sido posible confirmar el diagnostico con RT-PCR. Sin embargo la técnica de RT-
PCR montada para ToRSV funciona adecuadamente, en cuanto ha sido probada sobre
material vegetal procedente de ciruelo positivo a ToORSV.

A raiz de los resultados obtenidos en vid con RT-PCR para ToRSV, hemos repetidos los
analisis utilizando otro kit ELISA en las muestras de vid que el primer afio de proyecto nos
dieron un resultados positivo (todas estas muestras produjeron valores de absorbancia de
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poco superiores al doble del control negativo). Los chequeos se realizaron tanto en
noviembre como en abril, respectivamente sobre material vegetal verde y lignificado. En
ambos casos los resultados han sido negativos, confirmando asi el de RT-PCR. Con esto se
concluye que utilizando la técnica ELISA en vid es muy importante la eleccion del kit de
anticuerpo, porque es probable obtener falsos positivos. Asi también se explica porque
nunca ha sido posible detectar ToRSV, tanto con ELISA como con RT-PCR realizados en
nematodos extraidos de los suelos con las vides supuestamente positivas al virus.

Resultados en fitoplasmas

El protocolo de extraccion desde nervaduras de vides, ha dado como resultados la
obtencion de DNA de buena calidad que ha sido utilizado para Nested-PCR.

Se ha podido detectar y caracterizar a través de digestion enzimética los aislamientos de
fitoplasmas encontrados en Chile, estableciendo que pertenecen al los grupos 16Srl-B
(Michigan aster yellow), 16Srl-C (Clover phyllody), 16SrVII-A (Ash yellow), 16Srlll-J
(Western X-disease group), 16SrXII-A (Bois noir). A tal proposito, muy valiosa ha sido la
colaboracion con el laboratorio de Fitoplasmologia (a cargo de la Dra. Assunta Bertaccini)
del Instituto de Patologia Vegetal de la Universidad de Bologna.

Los antecedentes recopilados constituyen el primer informe sobre caracterizacion de
fitoplasmas que infectan la vid en Chile.

Actividades 3.1,3.2y 3.3

Se realizé la caracterizacion genética, a través de andlisis de secuencias, de 2 aislados
virales y 4 de fitoplasmas.

Comparacion de secuencias de los productos de amplificacion de aislados chilenos de
GLRaV-2 y GLRaV-2 RG con aquellas presentes en GenBank.

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir de los amplificados de GLRaV-2y
de GLRaV-2 RG ha sido respectivamente de 332 bp y 266 bp.

GLRaV-2 ha sido alineado con dos secuencias presentes en GenBank:

gi|3123909|gb|AF039204.1|AF039204 E Grapevine leafroll-associated virus
2 methyltransferase/helicase
polyprotein gene, partial cds; and RNA-dependent RNA
polymerase, putative transmembrane small hydrophobic
protein, 65 kDa chaperone protein, 63 kDa protein, 25 kDa

21



Score

diverged coat protein, >

Length = 15000

= 611 bits (308), Expect = e-172

Identities
Strand = Plus / Minus

Query:
180

Sbijct:
9408
Query:
240
Sbhiect:
9348
Query:
300
Sbjct:
9288
Query:
360
Shick:
9228
Query:
420
ghjct:
9168
Query:

Sbict:

123

9467

181

9407

241

9347

301

9287

361

9227

421

9167

= 326/332 (98%)

gccctecgegcaactaatgacagecttaataaagagagctatcaaccccggecagatgage

POLECEETEE Rt b e e e e e e e e e e et e bbb tee et
gcectecgegcaactaatgacagecttaataaagagagectatcaaccctggcagatgage

ctcagacttaacagtgcececccgaagtttccaattgaaacagtttegttcaagecagggece

FLEEEEEEE ettt e e et e e e r e re et bbb e e e e e il
ctcagacttaacagtgcccccgaagtttccaattgaaacagtttcgttcaageccagagece

gatcttaaccaagcggaccgggtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgegtegaggtt

FORETEEEE ettt br e bbb e e e b e e et
gatcttaaccaagcggaccgagtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgegtcgaggtt

actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacctttaactttcaa

CVREEEER et b r e e e bbb bbb et b e e e e e e e el
actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacctttaacttteag

attactcatcagtgattcggcctcataaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag

1 81 1 2 B 0 o AL T T B e e RS S R S S MR
attactcatcagtgattcggcctcgtaaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag

atagagataagtggggatgtacgccgaattat 452
8 0 O o A TS A
atagaggtaagtggggatgtacgccgaattat 9136

gi|2765391 |emb|¥14131.1|GLAV4131 Grapevine leafroll-associated virus 2

genes encoding RNA polymerase

Score

and coat protein, hsp70, hsp90 gene and ORF2, ORF7 and

ORF8

Length = 8590

= 611 bits (308), Expect = e-172
Identities = 326/332 (98%)



Strand = Plus / Minus

Query: 121
180

Shjet: 3083
3034

Query: 181
240

Shijct: 3033
2974

Query: 241
300

Sbjcts 2973
2914

Query: 301
360

sbjcts: 2913
2854

Query: 361
420

Shicts 2853
2794

Query: 421
Sbjct: 2793

gccctccgecgcaactaatgacagecttaataaagagagctatcaacceccggcagatgage

CLELEErrrrrerrere e eeererereterr et reerrerrntd
gccctccgegcaactaatgacagecttaataaagagagectatcaaccectggecagatgage

ctcagacttaacagtgcccccgaagtttccaattgaaacagtttegttcaageccagggece

LOECEEErrrrre e e rerrerrreeerrreeerrrrrerer 1
ctcagacttaacagtgcccccgaagtttccaattgaaacagtttcgttcaageccagagec

gatcttaaccaagcggaccgggtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgcgtcgaggtt

O RO O T i R L O O R ) 0 LR
gatcttaaccaagcggaccgagtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgcgtcgaggtt

actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacctttaactttcaa

SIS 15 1 T O T R L ST
actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacctttaactttceag

attactcatcagtgattcggcctcataaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag

8 0 0 1 T T O 1 A 5 5 O o 1 A
attactcatcagtgattcggcctcgtaaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag

atagagataagtggggatgtacgccgaattat 452

LT TR e S B
atagaggtaagtggggatgtacgccgaattat 2762

GRSLaV ha sido alineado con una secuencia presente en GenBank:

gi|24636914 |gb|AF314061.1| Grapevine rootstock stem lesion associate

virus (ahora denominado como GLRaV-2 RG)

methyltransferase/helicase polyprotein, RNA-dependent RNA
polymerase, p6, HSP70-like protein, HSP90-like protein,
coat protein duplicate, coat protein, pl9, and p24 genes,
complete cds

Length = 16527

Score = 337 bits (170), Expect = Be-90

Identities

= 254/266 (95%), Gaps = 12/266 (4%)

Strand = Plus / Plus

d

23



Query: 101
gcgactccagcaactttagtngactactttagatncgectngaagccacactatngenggle0

L L T o S0 S 8t 8 8 o G O (R
Sbjct: 10778
gcgactccagcaactttagt-gactacttt-gat-cgcct-gaagccacactat-ge-gg 10831

Query: 16l
ttcgeccgtnataaaataggtactaggtctagaatgatactggtgattataggaaactac220
o R e 0 R 1 T 8 5 0 G SRR R
Sbjct: 10832
ttcgcecgt-ataaaataggtact-ggtct-gaatgatac-ggtgattataggaaactac 10887

Query: 221
ngggggtaccgttcgttccgaagtgecatttgeccaggactaatagettectttatcaagge280

SIS T o 0 o O 1 0O TR

Sbjct: 10888
-gggggtaccgttcgttccgaagtgecatttgecaggactaatagettectttatcaagge 10946

Query: 281
gatggttagttgtgccgagaatgetttttettgcacttgecacgggagtgatatgttcagt340

0L T G 0 o 8 R R

Sbject: 10947 gatggttagttgtgccgagaatgctttttcttgcacttgcacgggagtgatatgttcagt
11006

Query: 341 gccagcngaattatgacagtgttcag 366
L 0 U 1 8
Sbjct: 11007 gccagc-gaattatgacagtgttcag 11031

Comparacion de secuencias de los productos de amplificacion de aislados chilenos de
fitoplasmas de aproximadamente 1200 bp (Chile 1y VII) y de aislados de aproximadamente
1500 bp (Chile a y b) con aquellas presentes en GenBank.

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir del amplificado de Chile I ha sido
de 1141 bp.

Resultado de la alineacion de Chile I con una secuencia presente en GenBank:

gi|56785865|gb|AY734453.1| Barley deformation phytoplasma 16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence; 16S-23S rRNA intergenic spacer and tRNA-Ile gene,
complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial
sequence
Length=1830

Score = 2181 bits (1100), Expect = 0.0
Identities = 1136/1141 (99%), Gaps = 0/1141 (0%)
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Strand=Plus/Plus

Queryl
Sbjct239
Queryé6l
Sbjct299
Queryl2l
Sbjct359
QuerylB8l
Sbjctdl9
Query241
Sbict479
Query301
Sbjct539
Query361l
Sbjct599
Queryd21l

Sbjct659

Query481
Sbict719
Query541
Sbjct779
Query601
SbjctB839
Query661
SbjctB99
Query721
Sbjct959

Query781

ATTAGTTAGTTGGTGGGGTARAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGG

FELCrrerrerrerererrrrrerrerrrrerte e e e et e e e et e et
ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGG

TTGAACGGCCATATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG

PEEEREErrer reerr bbb b ettt e e e e e e e el
TTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG

AATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTC

LELELEEEEEEr ettt e e e e bbb e e e e e r el
AATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTC

GGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATARATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTAC

CEEEEET e e et e bbb e bbb e et e e b e ernnrd
GGTACGTARAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTAC

CTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAG

PEREREET e e et e e e e e e e e b e e e e e e e e ety
CTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAG

CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTA

CEEEEE e et et e e b e e e e et e e rrnd
CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTARATAAGTTTATGGTCTA

AGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCA

CEREETEE et et r et e e e e et e et e e e e e e e e rend
AGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCA

AGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAA

ORI 1 81 11 68187 1 5 5 N 0 5 0 R
AGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAA

GGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGGGGCACGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATT

LEEEErrerere e e trr rerereererrtrere v rer e
GGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT

AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAGCGATGAGTACTAAACGTTGGGTAARACCAGTGT

CERERTEEERE R e e e v e et bvr e e e e e e e e e e e et
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAARACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAARACCAGTGT

TGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTCAAAG

FEEEEEEEEEE et b r et e b e e e e bbb et
TGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGARACTTAAAG

GAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA

08 0 A 1 00 0 5 0 5 5 5 0 8 A S
GAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA

AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCARAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAG
LEEETERT et e e e e e et e r e e e e e e e e e e b e e re et

60

298

120

358

180

418

240

478

300

538

360

598

420

658

480

718

540

778

600

838

660

898

720

958

780

AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAG1018

TTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
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CEEECEEEE et e et b e e e e et e e el
Sbjct1019TTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG1078

Query841 CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGAC 900

CPEEETE e e ettt r et e e e e e e e e e et
Sbjct1079CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACL138

Query901 TGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC 960

FEEEEEEr e et e e b e e et bbbt et e e e et
Sbjct1139TGCCAGTGATAAAT TGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC1198

Query961 TGGGCTACAAACGTGGTACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGC1020

FEEETEEET e rer e e e et e e e e e e et e e eyt
Sbjct1199TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGC1258

Queryl021GAATCTCnnnnnnnCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1080

FEEEETEREEr et e et e e e et e e e e e bbbt
Sbjct1259GAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1318

Queryl081GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGT TCTCGGGGTTTGTACACL1140

FEEEEEEEEEr et bbb v e et b e et et e e ey
Sbjct1319GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGT TCTCGGGGTTTGTACAC1378

Query 1141 A 1141

|
Sbjct 1379 A 1379

La secuencia de Chile I se incluyd en el GenBank con el Codigo AY741532:

LOCUS AY741532 1141 bp DNA linear BCT 17-
OCT-2004

DEFINITION Aster yellows phytoplasma 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

ACCESSION AY741532

VERSION AY741532.1 GI:54072621

KEYWORDS o

SOURCE Aster yellows phytoplasma

ORGANISM Aster yellows phytoplasma
Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; Candidatus

Phytoplasma
asteris.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1141)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Identification of phytoplasmas infecting grapevines with
yellows
symptoms in Chile
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1141)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Direct Submission
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JOURNAL Submitted (03-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale
Fanin,
42, Bologna 40127, Italy

FEATURES Location/Qualifiers

source

rRNA

ORIGIN
1 attagttagt
ggctgagagqg
61 ttgaacggcc
agcagtaggg
121 aattttcggc
gaagtatttc
181 ggtacgtaaa
ctgacggtac
241 ctaatgaata
agggggcaag
301 cgttatcecgg
ttatggtcta
361 agtgcaatgc
gatagaggca
421 agtggaattc
cagtagcgaa
481 ggcggcttge
aaacaggatt
541 agataccctg
aaaccagtgt
601 tgaagttaac
aaactcaaag
661 gaattgacgg
gtacccgaaa
721 aacctcacca
aggttatcag
781 ttgcacaggt
ttaagtcccg
841 caacgagcgc
ttagcaagac
901 tgccagtgat
ccttatgacc
961 tgggctacaa
agtttttggc
1021 gaatctcaaa
catgaagttg
1081 gaatcgctag
gtttgtacac
1141 a

1..1141

/organism="Aster yellows phytoplasma"
/mol_ type="genomic DNA"
/isolation source="grapevine"

/db_xref="taxon:35779"

/country="Chile"

<l ..>1041

/product="16S ribosomal RNA"

tggtggggta
atattgggac
aatggaggaa
gttcttttat
agcccegget
aattattggg
tcaacattgt
catgtgtagt
tgggtcttta
gtagtccacg
acattaagta
gactccgcac
ggtcttgaca
ggtgcatggt
aacccttatt
aaattggagg
acgtggtaca
aaaacagtct

taatcgcgaa

aaggcctacc
tgagacacgg
actctgaccg
tagggaagaa
aactatgtgc
cgtaaagggt
gatgctataa
ggtaaaatgc
ctgacgctgg
ccgtaagcga
ctcegectga
aagcggtgga
tgcttctgceca
tgtcgtcagce
gttagttacc
aaggtgggga
atggctgtta
cagttcggat

tcagcatgtc

aagactatga
cccaaactcc
agcaacgccg
taaatgatgg
cagcagccgce
gcgtaggcgg
aaactgttta
gtaaatatat
ggcacgaaag
tgagtactaa
gtagtacgta
tcatgttgtt
aagctgtaga
tegtgtegtg
agcacgtaat
cgacgtcaaa
caaagggtag
tgaagtctgc

gcggtgaata

tgtgtagccg
tacgggaggc
cgtgaacgat
aaaaatcatt
ggtaatacat
ttaaataagt
gctagagtaa
ggaggaacac
cgtggggage
acgttgggta
cgcaagtatg
taattcgaag
aacacagtgg
agatgttggg
ggtggggact
tcatcatgcc
ctgaagcgca
aactcgactt

cgttcteggg
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El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir del amplificado de Chile VII ha
sido de 1232 bp.

Resultado de la alineacion de Chile VII con una secuencia presente en GenBank:

gi|3860033|gb|AF092209.1|AF092209 Ash yellows phytoplasma 165 ribosomal

RNA gene,

Score =

16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer region, and tRNA-Ile gene, complete
sequence

Length=1722

2403 bits (1212), Expect = 0.0

Identities = 1227/1232 (99%), Gaps = 0/1232 (0%)
Strand=Plus/Plus

Queryl
Sbjctll5
Query6l
Sbjctl75
Queryl2l

Sbjct235

QuerylBl
Sbjct295
Query241
Sbjct355
Query301
Sbjct415
Query361
Sbjct475
Query42l
Sbjct535
Query481
Sbjct595

Query541

TGCTAAGACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGGA

FEEEELrrerrerrererrrreererrerrerrreerrrrererrvrrerrerr el o
TGCTAAGACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGAA

AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA

PEEEEIERER e te et rre e et et e r e er et el
AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA

AGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGC

PEREELETREE et et e e b et e e e e e e e e e e et e e e ey
AGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGC

CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGA

R N R RN RN AR NN
CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGA

GCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAR

BT 5 0 0 0RO 0 R 5 O U 0 A0 T
GCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGARA

AAATAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCC

CEEERERER ettt e et e bbb e e e e byl
AAATAGTGGAAARAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCC

AGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTARAGGGTG

CERELEER et e e et e e ettt r e e e e v e e e e e et
AGCAGCCGCGGTARGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTG

CGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGA

FERERERT et et et et v e e e e e e e e e et
CGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGA

AACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGT
R R R R RN R RN A RN RN RN
AACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGT

GTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGA

60

174

120

234

180

294

240

354

300

414

360

474

420

534

480

594

540

654

600
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PEREEEREr ettt b e et e e e e e e et e e e e e ey
Sbjct655 GTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGA 714

Query601 GGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA 660

NN 5O 8 0 T A 77 0 e 5 e A L O L
Sbjct715 GGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA 774

Query661 TGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCT 720

LEEEEEEEE ettt e et bbbt e e b e e e e e et e e el
Sbjct775 TGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCT 834

Query721 GAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTG 780

L 551 15 L S T 0 1 1 1 5 A 00 L
Sbjct835 GAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTG 894

Query781 GATCGTGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGC 840

LR PR e e ettt b et e et b e e v e e e e e e e e e e b et ertnd
Sbjct895 GATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGARAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGC 954

Query841 AAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG 9200

FEEErErrrrerrrrererrrrreer et ererrrrr et rr ettt ettt et rrent
Sbjct955 AAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGL014

Query901 TTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTAC 960

0808 L5 1 0 0 0 5 M T O 1 4 0 R
Sbjctl015TTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAARACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTAC1074

Query961 CAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGACCGCCAATTARAACATTGGAGGAAGGTGAGGL020

FEerrrerrerer et et errerer et ettt et e e b e e e ey
Sbjct1075CAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGACTGCCAAT TAAACAT TGGAGGAAGGTGAGG1134

Queryl021ATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTT1080

01 o T A 0 e O 1 5 0 R
Sbjct1135ATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTT1194

Queryl081ACAARGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGAL140

L8 L0 6 0 5 5 5 A T T 0 S T 0 AR TR R
Sbjct1195ACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGAL254

Queryll41TTGAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGT1200

FEREEEEEEE e e et b e e e et e e e bbb e et e e e et bbbt
Sbjctl1255TTGAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGT TGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGT1314

Queryl201CGCGGTGAATACGTTCACGGGGTTTGTACACA 1232

FECEEEErr e eerrrrreerrrird
Sbjct1315CGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACA 1346
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La secuencia de Chile VII se incluyd en el GenBank con el Cédigo AY741531:

LOCUS AY741531 1232 bp DNA linear BCP 17-
OCT-2004
DEFINITION Candidatus Phytoplasma fraxini 16S ribosomal RNA gene,
partial
sequence.
ACCESSION AY741531
VERSION AY741531.1 GI:54072620
KEYWORDS :
SOURCE Candidatus Phytoplasma fraxini
ORGANISM Candidatus Phytoplasma fraxini
Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrVII (Ash
yellows
group) .
REFERENCE 1 (bases 1 to 1232)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Identification of phytoplasmas infecting grapevines with
yellows
symptoms in Chile
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1232)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (03-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale
Fanin,
42, Bologna 40127, Italy
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1232
/organism="Candidatus Phytoplasma fraxini"
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="grapevine"
/db_xref="taxon:35780™
/country="Chile"
rRNA <1l..>01232
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 tgctaagact ggataggaaa taaaaaggca tctttttatt tttaaaagac
ctttttcgga
61 aggtatgctt aaagatgagc ttgcgccaca ttagtttgtt ggtggggtaa
tggcctacca
121 agacgatgat gtgtagctgg actgagaggt cgaacagcca cattgggact
gagacacggc
181 ccaaactcct acgggaggca gcagtaggga atcttcggca atggaggaaa
ctctgaccga
241 gcaacgccgc gtgaacgatg aagtatttcg gtatgtaaag ttcttttatt
gaagaagaaa
301 aaatagtgga aaaactatct tgacgttatt caatgaataa gccccggcta
actatgtgcc
361 agcagccgcg gtaagacata gggggcgagce gttatccgga attattggge
gtaaagggtg
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421 cgtaggcggt
ttgttataga
481 aactaccttg
ggtaaaatgt
541 gtaaatatat
ctgacgctga
601 ggcacgaaag
ccgtaaacga
661 tgagtactaa
tactccgect
721 gagtagtacg
acaagcgagtg
781 gatcgtgttg
catgctctgc
841 aaagctatag
ttgtcgtcag
901 ttcgtgtcgt
cgttagttac
961 cagcacgtaa
gaaggtgagg
1021 attacgtcaa
aatggctgtt
1081 acaaagagta
tcagttcgga
1141 ttgaagtctg
atcagcatgt
1201 cgcggtgaat

taggaaagtc
actagagtta
ggaggaacac
cgtgggtagce
gtgtcgggat
tacgcaagta
tttaattcga
aaatatagtg
gagatgttag
tggtgggcac
atcatcatgc
gctgaagcgce
taactcgact

acgttcacgg

tataatttaa
gatagaggca
cagaagcgta
aaacaggatt
aaaactcggt
tgaaacttaa
agatacacga
gaggttatca
gttaagtcct
tttaacgaga
cccttatgat
gagtttttag
tcatgaagtt

ggtttgtaca

tttcagtgct
agcggaatte
ggcggcttgce
agataccctg
actgaagtta
aggaattgac
aaaatcttac
gggacacagg
aaaacgagcg
ccgccaatta
ctgggctaca
ccaatctcaa
ggaatcgcta

ca

taacgctgtc
catgtgtagc
tgggtcttga
gtagtccacg
acacattaag
gggactccgce
caggtcttga
tggtgcatgg
caacccttgt
aacattggag
aacgtgatac
aaaagcagtc

gtaatcgcga

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir del amplificado de Chile a ha sido
de 1542 bp.

Resultado de la alineacién de Chile a con una secuencia presente en GenBank:

gi| 62750872 |emb|AJ964960.1]
partial 165-23S
IGS and tRNA-Ile gene,
Length=1684

Candidatus Phytoplasma solani 16S rRNA gene,

isolate 2642BN

Score = 2642 bits (1333),
Identities = 1381/1396
Strand=Plus/Plus

0.0
1/1396 (0%)

Expect =
(98%), Gaps =

AGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTGCGTC 60

CEEErrrerr e e e et e et e e e e e et e e e ety
AGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTGCGTC

Queryl

Sbjctl72 231

ACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGGTGATGTGTAGCCGGGCTGAGA

I T L T ERERE VLT R P LR
ACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCTGAGA

Query6l 120

Sbjct232 291

Queryl2l GGTCGAACGGCCACATTGGGGCTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAA

ST 5 120 L 1 e O 1 e 9 VRt O 80 8 L
GGTCGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTNCTACGGGAGGCAGCAGTAA

180

Sbjct292 351
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Queryl8l
Sbjet352
Query241
Sbijct412
Query301
Sbjct4d72
Query361
Sbjct532
Query42l
Sbjct592
Query481
Shijcte52
Query541

Sbict712

Query601
Sbjct772
Query661l
Sbjct832
Query721
Sbjct892
Query781
Sbjct952

Query841

GGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAGTATT

CEEETEEEE et e e e et bbb e e b e e e et
GGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAGTATT

TCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAARAGATGGTGGAAAAACCATTATGACGGT

COTEREERE e e ettt b e e e el
TCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAARAAGATGGTGGAARAAACCATTATGACGGT

ACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCA

NN R R RN NN R RN RN AR RR
ACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCA

AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAARAGGGTGCGTAGGCGGTTARATAAGTTTATGGTC

CEErerererrrerrerer e et ere e ter et e e e et
AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTC

TAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATAGAGG

PEEREEE ettt et et bbb e e et e eyl
TAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATAGAGG

CAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTARAATGCGTARATATACGGAGGARCACCAGAAGCG

RN R R NN R R RN R RR N
CAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTARAATGCGTARATATACGGAGGAACACCAGAAGCG

AAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA

R RN R NN NN AR RN RN RN RR RN
AAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAARACAGGA

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAARACGATGAGTACTARACGTTGGATAAARACCAGT

LR ettt et e e ettt
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGATAAARCCAGT

GTTGAAGTTAACACATTAAATACTCCGCCTGAGTGGTACGTACGCAAGTATGARACTTAA

RISt R o 0 1 6 A 5 8 8 e A A
GTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAA

AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTGCCCGA

COEEEEEErr e e e e e e e e bbbt e e e e e e e et et
AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGA

AAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCCGTAGAAATACAGTGGAGGTTATC
PEEEEREr e et e b e e et b et Pt ere e et

240

411

300

471

360

531

420

5931

480

651

540

T3l

600

771

660

831

720

891

780

951

840

AAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAARAGCTGTAGAAATACAGTGGAGGTTATC1011

AGAAGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCC
R R R RN R R R R R RN RN AN

900

Sbjct1012AAAAGCACAGGTGGTGCATGGT TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC1071

Query901 CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAAGAC 960

FCEEEERER e e e et e e e et e e e e e e r e e b e eyl

Sbjct1072CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAAGAC1131

Query961 TGCCAATGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC-AATCATCATGCCCCTTATGACC1019

AR R R N N N N R R R R AN RN RN R NN
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Sbjct1132TGCCAATGATARAT TGGAGGARGGTGGGGACGACGTCARATCATCATGCCCCTTATGACC1191

Queryl020CGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGCTACAAAGGGTAGCTAAAGCGTAAGCTTCTGGCLO79

CEPEREET et e et Per e e e e e e e bbb e et
Sbjct1192TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTAAAGCGTAAGCTTCTGGC1Z251

Queryl080GAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGT TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1139

FOEEEEEE e bbbt bbbt e et e et e e e e r e e et
Sbjct1252GAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1311

Queryll40GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTCTGTACAC1I199

FEEREEEE TR e e e et e e e b e e e e e e et
Sbjct1312GAATCGCTAGTAATCGCGAARTCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACAC1371

Queryl200ACCGCCCGTCARACCACGARAGTTGGCAATACCCARAGCTGGTGGCCTAACTTGAGCAAT1259

PECEREEREEET e et e e e et
Sbjct1372ACCGCCCGTCAARCCACGARAGTTGGCAATACCCAARGCCGGTGGCCTAACTTGAGCAAT1431

Queryl260CAAGARGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCC1319

CECETERR et e e e bbb b e e e e e
Sb7jct1432CAAGAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCC1491

Queryl320CACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAARGTTATCATCTTCAGTTTT1379

FEEREEREEE ettt r e e e e e e b e e e b e e e e e e e
Sbjct1492TACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAAGTTATCATCTTCAGTTTT1551

Queryl1380GAGAGACTTAAGAAAG 1395

U EEE VTR L
Sbjct1552GAGAGACTTAAGAAAG 1567

Score = 192 bits (97), Expect = 2e-45
Identities = 102/104 (98%), Gaps = 0/104 (0%)
Strand=Plus/Plus

Queryl409AAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGTTAGAGCACACGCCTGATAAGTGTGAGGTCGGTGL468
S0 000 L A 5 5 L K 0 R S 1 B R B
Sbjct1581AAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGTTAGAGCACACGCCTGATAAGCGNGAGGTCGGTG1640

Queryl469GTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAATAGGTCACATCTTAARA 1512

010 0 A S T T
Sbjct1641GTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAATAGGTCACATCTTAAAA 1684

La secuencia de Chile a se incluyé en el GenBank con el Cédigo AY739654:

LOCUS AY739654 1541 bp DNA linear BCT 03-
0OCT-2004
DEFINITION Stolbur phytoplasma clone a 16S ribosomal RNA gene and 16S-
238

ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence; and tRNA-
Ile

gene, complete sequence.
ACCESSION  AY739654
VERSION AY739654.1 GI:52789116
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KEYWORDS

SOURCE Candidatus Phytoplasma solani
ORGANISM Candidatus Phytoplasma solani
Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrXII (Stolbur
group) .
REFERENCE 1 (bases 1 to 1541)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Identification of phytoplasmas infecting grapevine with
yellow in
Chile
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1541)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (01-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale
Fanin,
42, Bologna 40127, Italy
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..154%
/organism="Candidatus Phytoplasma solani"
/mol_ type="genomic DNA"
/isolation source="Chilean grapevine with Stolbur
disease"
/db_xref="taxon:69896"
/clone="a"
rRNA <1 . 1350
/product="163 ribosomal RNA"
misc RNA 13585031841
/product="165-23S ribosomal RNA intergenic spacer"
tRNA 1417..1492
/product="tRNA-Ile"
ORIGIN
1 aggcatcttc ttatttttaa aagacctagc aataggtatg cttagggaag
agcttgcgtc
61 acattagtta gttggtgggg taatggccta ccaagacggt gatgtgtagc
cgggctgaga
121 ggtcgaacgg ccacattggg gctgagacac ggcccaaact cctacgggag
gcagcagtaa
181 ggaattttcg gcaatggagg aaactctgac cgagcaatgc cgcgtgaacg
atgaagtatt
241 tcggtacgta aagttctttt attagggaag aaaagatggt ggaaaaacca
ttatgacggt
301 acctaatgaa taagccccgg ctaactatgt gccagcagec geggtaatac
atagggggca
361 agcgttatcc ggaattattg ggcgtaaagg gtgcgtaggce ggttaaataa
gtttatggtc
421 taagtgcaac gctcaacgtt gtgatgctat aaaaactgtt tagctagagt
tggatagagg
481 caagtggaat tccgtgtgta gtggtaaaat gcgtaaatat acggaggaac
accagaagcg
541 aaggcggctt gctgggtctt aactgacgct gaggcacgaa agcgtgggga
gcaaacagga
601 ttagataccc tggtagtcca cgccctaaac gatgagtact aaacgttgga

taaaaccagt

34



661 gttgaagtta
tgaaacttaa
721 aggaattgac
aggtgcccga
781 aaaacctcac
ggaggttatc
841 agaagcacag
ggttaagtcc
901 cgcaacgagc
ttagcaagac
961 tgccaatgat
cttatgaccc
1021 gggctacaaa
gcttctggeg
1081 aatctcaaaa
atgaagttgg
1141 aatcgctagt
tctgtacaca
1201 ccgceccgtcea
ttgagcaatc
1261 aagaaggagc
aggtatceccc
1321 accggaaggt
ttcagttttg
1381 agagacttaa
ctggttagag
1441 cacacgcctg
caaaataggt
1501 cacatcttaa

acacattaaa
gggactccge
caggtcttga
gtggtgcatg
gcaacccttg
aaattggagg
cgtgatacaa
aagcagtctc
aatcgcgaat
aaccacgaaa
cgtctaaggt
ggggatggat
gaaagttttt
ataagtgtga

aaaagctctt

tactcegoect
acaagcggtg
catgcttttg
gttgtcgtca
ttgttaattg
aaggtgggga
tggctgctac
agttcggatt
cagcatgtcg
gttggcaata
agggttgatg
cacctccttt

cattttttaa

ggtcggtggt

gagtggtacg
gatcatgttg
caaagccgta
gctecgtgteg
ccatcattaa
cgacgtcaat
aaagggtagc
gaagtctgca
cggtgaatac
cccaaagctg
attggggtta
ctaaggataa
gattcgggce

tcaagtccat

tacgcaagta
tttaattcga
gaaatacagt
tgagatgttg
gttggggact
catcatgccc
taaagcgtaa
actcgacttc
gttctcgggg
gtggcctaac
agtcgtaaca
agttatcatc
tatagctcag

ttaggcccac

tgaaaggtag ataaacaaag g

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir del amplificado de Chile b ha sido

de 1544 bp.

Resultado de la alineacién de Chile b con una secuencia presente en GenBank:

gi|13649444 |gb|AF248959.1|AF248959 Stolbur phytoplasma 16S ribosomal RNA

gene, complete sequence;

tRNA-Ile gene, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene,
partial seguence
Length=1783

Score = 2922 bits (1474), Expect = 0.0
Identities = 1530/1546 (98%), Gaps = 2/1546 (0%)
Strand=Plus/Plus

AAGAAGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTG 60

CEEREEEErre e brrrr e r e r e e e et e e e e e el
Sbjctl73 ARGAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTG

Queryl
232
Query6l CGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGACGGTGATGTGTAGCCGGGCT

LEEEEErrrrererreererrrerert teeer e te et rrer e be et
Sbjct233 CGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCT

120

292
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Queryl2l
Sbjct293
Queryl8l
Sbjct353
Query241
Sbjctd1l3
Query301
Sbjctd73
Query361
Sbjct533
Query421l
Sbjct593
Query481
Sbjct653
Query541
Sbjct713
Query601
Sbjct773
Query661
SbjctB833
Query721
Sbjct893
Query781
Sbjct953

Query841

GAGAGGTCGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAARACTCCTACGGGAGGCAGCA

PELEILEERE et e bbb e e bbb e e e e bt
GAGAGGTCGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAG

FEEEEEER et ettt bbbt et e bt e e e e e et e e e ey
GTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGARACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAG

TATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGARAAGATGGTGGAARAACCATTATGA

FEEEREEREE R e et e e e e e bbbt bbb e e e
TATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGTGGAAAAACCATTATGA

CGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGG

FEEEEEEr et e et e e e e e e e e et v e e e e ey
CGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGG

GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTARAATAAGTTTAT

FEEEEEEErer e e e et et e et b e e e e e e e e e e e ey
GGCAAGCGTTATCCGGAAT TATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTAT

GGTCTAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATA

FECerreerrreerrrrrerrerrrrrrrer et veer e e e e e e e ey
GGTCTAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATATAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATA

GAGGCAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTAAAATGCGTARATATACGGAGGAACACCAGA

B R R R RN RN RN RN
GAGGCAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATACGGAGGAACACCAGA

AGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGARAGCGTGGGGAGCAAAC

FEEEEE Prrrrre et rreer e rreerr e et ee e et e b il
AGCGAAAGCGGCTTGCTGGGTCTTARCTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAARACGATGAGTACTAAACGTTGGATAAAAC

FEREEEE ettt e e et bt e e e e erernl
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAGTACTARACGTTGGATAAAAC

CAGTGTTGAAGTTAACACATTAAATACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGARAC

LEEererrerrerrrre e e eerrre e er e e r e ey
CAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCARGTATGAAAC

TTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTAC

FCEREEEEEE e e et e e et e e e et bbb e e e e e e ety
TTAARAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTAC

CCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCTGTAGAARATACAGTGGAGGT
5 0 A R 5 0 51 1 0 5 0 0 B

180

352

240

412

300

472

360

532

420

592

480

652

540

742

600

772

660

832

720

892

780

952

840

CCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCTGTAGAAATACAGTGGAGGC1012

TATCAGACGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
PEEELEE FEEEr e e bbb e e b b e e b e e e e e e e v e e

900

Sbjct1013TATCAGAAGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAALDT72

Query901 GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCA 960

PLLEEEEre et e e e e e v b rr e et et et e el

Sbjct1073GTCCCGCARCGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAL132

Query961 AGACTGCCAATGATAAATTGGAGG-AGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT1019
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LErrrrrrererrrrerre et crerrr et re e e et e ey
Sbjct1133AGACTGCCAATGATAAAT TGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT1192

Queryl020GACCCGGGCTACARACGTGATACAATGGCTGTTACARAAGGGTAGCTARAGCGTAAGCTTCL079

PIEE LRt et b e e e e e e et e e v e e e el
Sbjct1193GACCTGGGCTACAAATGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTAAAGCGTAAGCTTC1252

Queryl080TGGCGAATCTCAAAARAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAALL3Y

R A R R NN
Sbjct1253TGGCGAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAL312

Queryll40GTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGT1199

PERREEEEEE e e et e et e e e e e e
Sbjct1313GTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGT1372

Queryl200ACGCACCGCCCGTCARACCACGAAAGTTGGCAATACCCAAAGCTGGTGGCCTAACTTGAGL259

R S 0 O T 1 R 1 5 5 1 0 T T 1 O
Sbject1373ACACACCGCCCGTCAAACCACGAAAGTTGGCAATACCCAAAGCCGGTGGCCTAACTTGAGLA32

Queryl260CAATCAAGAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAARCAAGGTAL319

8 T 1 0 9 o B LS L S
Sbjct1433CAATCAAGAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTAL4 92

Queryl320TCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATARAGTTATCATCTTCAGL379

CEEEEEErrrr et ettt e e e e e e e e e et e b et e rrerd
Sbjct1493TCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATARAGTTATCATCTTCAGLS552

Queryl380TTTTGAGAGACTTAAGAAAGTTTTTCA-TTTTTAAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGT1438

CEEEEEEEErrer et et e e e perer e b et e
Sbjct1553TTTTGAGAGACTTAAGAAAGTTTTTCATTTTTTAAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGT1612

Queryl439TAGAGCACACGCCTGATAAGTGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAARAAL498

R R R R N RN RN RN AR RR RN
Sbjct1613TAGAGCACACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAALGT 2

Queryl4 99TAGGTCACATCTTAAAAAAGCTCTTTGAAAGGTAGATAAACAAAGG 1544

0 5 T T 1 6 1 1 1 L
Sbjct1673TAGGTCACATCTTAAAAARAGCTCTTTGAAAAGTAGATARACARAGG 1718

La secuencia de Chile b se incluy6 en el GenBank con el Codigo AY739653:

LOCUS AY739653 1544 bp DNA linear BCT 03-
OCT-2004
DEFINITION Stolbur phytoplasma clone b 16S ribosomal RNA gene and 16S-
238

ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence; and tRNA-
Ile

gene, complete sequence.
ACCESSION  AY739653

VERSION AY739653.1 GI:52789115
KEYWORDS
SOURCE Candidatus Phytoplasma solani

ORGANISM Candidatus Phytoplasma solani
Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
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Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrXII (Stolbur
group) .
REFERENCE 1 (bases 1 to 1544)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Identification of phytoplasmas infecting grapevine with
yellow in
Chile
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1544)
AUTHORS Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and
Bertaccini,A.F.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (01-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale
Fanin,
42, Bologna 40127, Italy
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1544
/organism="Candidatus Phytoplasma solani”
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="Chilean grapevine with Stolbur

disease"
/db_xref="taxon:69896"
/clone="b"
rRNA <1..1354
/product="16S ribosomal RNA"
misc RNA 1355..>1544
/product="16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer"
tRNA 1420..1495
/product="tRNA-Ile"
ORIGIN
1 aagaaggcat cttcttattt ttaaaagacc tagcaatagg tatgcttagg
gaagagcttg
61 cgtcacatta gttagttggt ggggtaacgg cctaccaaga cggtgatgtg
tagccgggcet

121 gagaggtcga acggccacat tgggactgag acacggccca aactcctacg
ggaggcagca

181 gtaaggaatt ttcggcaatg gaggaaactc tgaccgagca atgccgcegtg
aacgatgaag

241 tatttcggta cgtaaagttc ttttattagg gaagaaaaga tggtggaaaa
accattatga

301 cggtacctaa tgaataagcc ccggctaact atgtgccagc agccgcggta
atacataggg

361 ggcaagcgtt atccggaatt attgggcgta aagggtgcgt aggcggttaa
ataagtttat

421 ggtctaagtg caacgctcaa cgttgtgatg ctataaaaac tgtttagcta
gagttggata

481 gaggcaagtg gaattccgtg tgtagtggta aaatgcgtaa atatacggag
gaacaccaga

541 agcgaaggcg gcttgctggg tcttaactga cgctgaggca cgaaagcgtg
gggagcaaac

601 aggattagat accctggtag tccacgccct aaacgatgag tactaaacgt
tggataaaac

661 cagtgttgaa gttaacacat taaatactcc gcctgagtag tacgtacgca
agtatgaaac

38



721 ttaaaggaat
tcgaaggtac
781 ccgaaaaacc
cagtggaggt
841 tatcagacgc
gttgggttaa
901 gtcccgcaac
gactttagca
961 agactgccaa
gccecttatg
1021 acccgggcta
gtaagcttct
1081 ggcgaatctc
cttcatgaag
1141 ttggaatcgc
ggggtttgta
1201 cgcaccgccc
taacttgagc
1261 aatcaagaag
aacaaggtat
1321 ccctaccgga
catcttcagt
1381 tttgagagac
cagctggtta
1441 gagcacacgc
caccaaaata
1501 ggtcacatct

Actividad 3.4

Se estableci6 en invernadero un bloque de plantas infectadas con los aislados virales y de
fitoplasmas secuenciados en las actividades anteriores. Se mantendran en coleccién para

tgacgggact
tcaccaggtc
acaggtggtg
gagcgcaacc
tgataaattg
caaacgtgat
aaaaaagcag
tagtaatcgce
gtcaaaccac
gagccgtcta
aggtggggat
ttaagaaagt
ctgataagtg

taaaaaagct

ccgcacaagce
ttgacatgct
catggttgtc
cttgttgtta
gaggaggtgg
acaatggctg
tctcagttcg
gaatcagcat
gaaagttggc
aggtagggtt
ggatcacctc
ttttcattt
tgaggtcggt

ctttgaaagg

ggtggatcat
tttgcaaagc
gtcagctcgt
attgccatca
ggacgacgtc
ttacaaaggg
gattgaagtc
gtcgeggtga
aatacccaaa
gatgattggg
ctttctaagg
taagattcgg
ggttcaagtc

tagataaaca

gttgtttaat
tgtagaaata
gtcgtgagat
ttaagttaggg
aaatcatcat
tagctaaagc
tgcaactcga
atacgttctc
gctggtggee
gttaagtcgt
ataaagttat
gcctatagct

catttaggcc

aagg

poder tener fécil acceso a estos patdgenos para eventuales futuros trabajos.

Actividad 4.1

Costo de las técnicas de deteccion

Los valores que se expresan a continuacién se refieren al costo por muestra y por un

patégeno.
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Técnica ELISA (deteccion virus)

Item de costo Costoen $
Reactivos 3.310
Personal 590
Gasto de administracion 952
Uso de infraestructura, mantenimiento
equipos, gastos bésicos 230
TOTAL 5.082
Técnica RT-PCR (deteccion virus)
Item de costo Costoen $
Reactivos 7.427
Personal 6.875
Gasto de administracion 4.930
Uso de infraestructura, mantenimiento
equipos, gastos basicos 1.342
TOTAL 20.574
Técnica Nested-PCR (deteccion fitoplasmas)
Item de costo Costoen $
Reactivos 7.067
Personal 6.875
Gasto de administracion 7.140
Uso de infraestructura, mantenimiento
equipos, gastos basicos 1.342
TOTAL 22.424

Especificidad y sensibilidad de las técnicas de deteccion

Especificidad

En todos los ensayos realizados, tanto para la técnica ELISA como para RT-PCR no se han

observado reacciones cruzadas.
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Sensibilidad

1. Resultados ensayos con la técnica ELISA

Figura 1. Ensayo de sensibilidgd para GFLV
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Figura 2. Ensayo de sensibilidad para GLRaV-1
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Figura 3. Ensayo de sensibilidad para GLBaV-Z
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Figura 4. Ensayo de sensibilidad para GLRgV-Ii
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Figura 5. Ensayo de sensibilidad para GVA
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Figura 6. Ensayo de sensibilidad para GFkV
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L+ corresponde a tejido vegetal liofilizado infectado.

Los datos de absorbancia corresponden a la lectura de las placas a tres horas de haber
agregado el sustrato para la fosfatasa alcalina.

En todos los anteriores ensayos la absorbancia de los controles negativos no supera en
promedio el valor de 0,100 nm.
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Los valores de absorbancia observados en las diferentes muestras de un mismo ensayo
dependen de la concentracion del virus en cada muestra utilizada. Donde hay mas particulas
virales, los valores de absorbancia son mas altos.

En el caso de figura 1 y figura 3 los valores de absorbancia de las muestras 2359 y 2337
(GFLV) y 2476 (GLRaV-2) a la dilucion de 1/5 no logran el doble del control negativo. Por
lo tanto el umbral de deteccion es de 1/1. Con GLRaV-1 (figura 2) lo anterior ocurre con la
muestra 206 a la dilucion 1/10, por lo tanto el umbral de deteccion es de 1/5. Con GLRaV-3
(figura 4) y GVA (figura 5) las respectivas muestras 2482 y 2361 no alcanzan el valor
doble de absorbancia del control negativo, y de consecuencia el umbral de deteccion de
1/10. GFkV es el kit que presenta el mejor umbral de deteccion que corresponde a la
dilucién 1/20 (figura 6).



2. Resultados ensayos con la técnica RT-PCR

Cuadro 6. Ensayo de sensibilidad para los diferentes virus

GFLV 1/1 1/5 1710 1/15 1/20 1/30 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500
2336 + +  + + + + + + + - - -
2337 s M A5 i + A i - + + - -
2359 +  + o+ + + + + + + - - =
GLRaV-2 1/1 1/5 1/10 1/15 1/20 1/30 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500
2356 + + + + + + + + + + + -
2476 e U 4T F + + + + + + - . -
2484 ¥+ * + + + 4 + + - - -

GVA 171 1/5 1710 1/15 120 1/30 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500
203 L A + + + 3 + + + + ~
2361 + = * + + + + + + - - -
2482 + + o+ + + + + + + . - -
GLRaV-1 1/1 1/5 1710 1/15 1720 1/30 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500
203 + + + + + + + - - = - =
206 + + + + + + + + + - = -
2357 + + + + + + + + + + + -
GLRaV-3 1/1 1/5 1/10 1/15 1/20 1/30 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500
2360 + + + + + + + + + + + +
2483 + + + + + + + i i + - -
2482 + + 4+ + + + + + + + + +

GFkV 1/1 15 1710 1/15 120 1/30 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 1/500
203 + 4+ o+ + + - + + + + - -
2482 + 4+ o+ 1 + + + + + - - -
2484 + + o+ + + 4+ + + + + = =

Tomando en consideracion el peor resultado en cada ensayo, se puede definir el umbral de
deteccion para cada virus. Esto corresponde a 1/100 para GFLV, GLRAV-1, GLRAV-2,
GVA y GFkV. Solo para GLRaV-3 corresponde a 1/200.
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Para ambas técnicas (ELISA y RT-PCR) no hubo diferencia de resultado cuando se
realizaron las diluciones mezclando floema infectado con sano en lugar de diluir los
extractos.

Mejor época de muestreo

Los resultados se detallan en los cuadros 7, 8 y 9 presentes en anexo.

Actividad 5.1

Se capturaron insectos tanto en vid como en plantas de especies diferentes (generalmente

malezas) presentes en los vifiedos o alrededor de ellos. En el cuadro 10 se detalla la
cantidad de insectos recolectados durante los dos afios de duracion del proyecto de alargue.

Cuadro 10. Nimero de insectos que se capturaron en las regiones de muestreo.

Region Nimero de insectos
\ 174
\4 50
VII 94
RM 191
Total 509
Actividad 5.2

La observacion a la lupa de los insectos capturados, ha permitido separarlos en 18 grupos
morfoldgicos, sobre la base de conformacion y dibujos presentes en la superficie del cuerpo
del insecto. Al interior de cada grupo se han podido separar los machos de las hembras en
cuanto estas ltimas poseen, al final del abdomen (iiltimo urite) las espadas 6 térebras que
sirven para la ovodeposicion en los tejidos vegetales (Figura 7 y 8).

Los insectos recolectados con trampas se han dafiados de forma tal que no ha sido posible
realizar una caracterizacion de los mismos. Para obviar a este problema se prefirié utilizar
las redes entomoldgicas.



Fig

Fi
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Actividad 5.3

El nimero de insectos analizados para fitoplasmas es inferior a aquellos capturados, en
cuanto varios se enviaron a Italia para la caracterizacion.
El nested-PCR ha funcionado bien también para andlisis en insectos. No ha habido ningiin
problema también con los insectos capturado con las trampas.
Detalles se encuentran en el cuadro 11.

Cuadro 11. Resultados anilisis nested-PCR en langostinos por region

Region Nimero de insectos | Nimero de insectos Porcentaje de
analizados positivos positivos

Vv 141 16 11,3%

VI 42 6 14,3%

VII 87 10 11,5%

RM 168 9 5.4 %

Total 438 insectos 41 insectos 9,4%

Actividad 5.4

Caracterizacion de langostinos asociados a vifiedos

Utilizando la clave de identificacién simplificada de los hemipteros Auchenorrhyncha que
ha sido elaborada por el Dr. Alberto Alma, ha sido posible agrupar algunos insectos en la
Familia Cicadellidae, Subfamilias  Deltocephalinae,  Agallinae, Cicadellinae,
Dorycephalinae 'y Typhlocybinae. Otros insectos han sido identificados como
pertenecientes a las Familias Delphacidae y Cixiidae.

Para los Deltocephalinae y Agallinae ha sido posible aclarar el género y especie de algunos
insectos capturados. El Dr. Alberto Alma esta realizando la determinacion de la especie de
los insectos recolectados.

Otros insectos han sido capturados utilizando trampas pegajosa que han dafiado los insectos
y por lo tanto con ellos se ha podido realizar solamente el andlisis para fitoplasmas sn
poderlo ccaracterizar.

En el cuadro 12 se especifica lugar de recoleccion y agrupacion de los insectos capturados.
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Cuadro 12. Clasificacion de los insectos y region de captura.

Nimero de insectos | Total
Insectos capturados por
region
VII | VI| V [RM
1) Familia Cicadellidae
a) Subfamilia Deltocephalinae
-clasificacion icompleta 45 | 29 | 47 | 60 | 181
-ninfas 1 2 | 3] -
-Género y especie
Euscelis 6 Euscelidius sp. 1 1 2
Circulifer sp. - - 1 | - 1
Amplicephalus sp. 1 - | - 3
Amplicephalus curtulus 25 | 17 |37 | 15| 94
b) Subfamilia Agallinae
-ninfas 3 - 1 - 4
-Género y especie
Anaceratagallia laevis 5 4 [ 11| 20
¢) Subfamilia Typhlocybinae
-ninfas clasificacion incompleta - - |15 - | 15
-adultos clasificacion incompleta - - 149 1 50
d) Subfamilia Cicadellinae
-adultos clasificacion incompleta - - | - 1
e) Subfamilia Dorycephalinae
-adultos clasificacion incompleta 1 2 3
2) Familia Delphacidae
-ninfas clasificacion incompleta - 1 - | - 1
-adultos clasificacion incompleta 2 - 3 8
3) Familia Cixiidae
-adultos clasificacion incompleta - - 1 - 1
4) Insectos no clasificados desde trampas 8 - | 5 |91]| 104
5) Ninfas no clasificadas 3 ~ b 3T 1S
Total| 94 | 50 | 174 (191 | 509
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Caracterizacion de fitoplasmas encontrados en langostinos asociados a vifiedos

De los langostinos que han sido analizados en Chile (véase tabla 11) 41 han dado resultado
positivo para fitoplasmas. Para algunos de estos se realizo la restriccion enzimética (RFLP)
y se secuenci6 el producto de amplificacion con el fin de determinar a cual grupo y
subgrupo de fitoplasmas pertenecen. De los insectos Deltocephalinae, por los cuales se esta
todavia realizando la caracterizacién para conocer género y especie, seis resultaron
infectados por el subgrupo ribosomal 16Srlll-J, tres por el 16SrVII-A, uno por el 165rXII-
A y otro por el grupo 16Srll. Con el Amplicephalus curtulus, también perteneciente a la
subfamilia Deltocephalinae, se han encontrado cinco individuos infectados por el
fitoplasmas 16Srl-B, otros cinco por el 16SrXII-A y uno con infeccién mixta con los dos
fitoplasmas mencionados. Finalmente el Cixiidae result6 positivo al 16Srl-B y la ninfa de
Anaceratagallia laevis al 16Srlll-J (ver cuadro 13).

Se adjuntan fotos de los insectos encontrados que estimamos potenciales vectores de
fitoplasmas (Figuras 9, 10, 11 y 12).
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Cuadro 13. Fitoplasmas encontrados en insectos.

Codigo insecto Clasificacid Region de recoleccién | Resultado RFLP | Resultado secuencia Tipo de fitoplasma
52 Deltocephalinae pull nd. n.d. n.d.
53 Deltocephalinae VIl nd. n.d. n.d.
57 Deltocephalinae Vil nd. nd nd.
60 Deltocephali Vil 16Sr111-J 168111 X-d group
61 Amplicephalus curtulus VII nd. nd n.d
67 Amplicephalus sp. vil nd. n.d. n.d.
68 Amplicephalus curtul, VII nd. nd. n.d.
78 Deltocephali Vil 16811 nd. Peanut witches’ broom group |
100 Deltocephali VII 16Sri11-J n.d. X-di group
121 Deltocephalinae v 16SrX11-A n.d. Stolbur group
132 Deltocephali v 168r111-J nd. X-di group
175 Deltocephali v 16Srl11-) nd X-disease group
179 Amplicephalus curtulus Vv 168rX11-A nd. Stolbur group
185 Amplicephalus curtulus v nd. n.d. n.d.
202 Amplicephalus curtulus v 16Sr1-B nd Aster yellows group
209 Amplicephalus curtulus v 16SrXI11-A nd. Stolbur

16SeX11-Ay Stolbur group y Aster yellows
211 Amplicephalus curtulus v 16S1-B nd groups
213 Amplicephalus curtulus v nd. nd. n.d.
216 Amplicephalus curtulus v 165¢1-B n.d. Aster yellows group |
219 Ciiidae v 168r1-B nd. ‘Aster yellows group
220 Amplicephalus curtulus v 16SrXI1-A nd. Stolbur group
223 Amplicephalus curtulus v 168rX11-A nd. Stolbur group
224 Amplicephalus curtulus ¥ nd. nd. n.d.
226 Amplicephalus curtulus v 16SrX11-A nd. Stolbur group
264 Amplicephalus curtulus RM 16Sr1-B nd Aster yellows group
265 Amplicephalus curtulus RM 165r1-B nd Aster yellows group
266 Amplicephalus curtulus RM 165r1-B nd Aster yellows group
284 Delphacidae RM n.d n.d nd
324 Deltocephali RM n.d n.d nd
325 Deltocephalinae RM n.d n.d nd
329 Deltocephali RM n.d nd nd
379 Deltocephalinae v n.d. nd. n.d.
Ninfa de ;

399 Anaceratagallia laevis vl nd. 168ri1l X-disease group
499 Eiobepatiiny Vi nd. nd nd.
500 Deltocephalinae VI 168rVII-A 168rVII Aabiyellons group
504 Deltocephali VI nd. 168rVII Ash yellows group
507 Deltocephalinae Vi 16Srl11-] 168el11 i s jne
510 Deltocephali Vi 168ri11-] 16811 Setlismes gy
514 Deltocephali VI nd 168rVII iy lonis praiy
543 No clasificado RM n.d. nd n.d.
544 No clasificado RM nd. nd n.d.

n.d.: no determinado
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Figura 9. Adulto de Amplicephalus curtulus

Figura 10. Adulto de Anaceratagallia laevis
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Figura 11. Adulto de Deltocephalinae
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Actividad 6.1

Se recolectaron plantas de especies diferentes (generalmente malezas) presentes en los
vifiedos o alrededor de ellos. En el cuadro 14 se detalla la cantidad de plantas recolectadas
durante los dos afios de duracion del proyecto de alargue.

Cuadro 14. Nimero de plantas recolectadas en las regiones de muestreo.

Region Niimero de plantas recolectadas en cada region
Vv 36
\4 6
VII 21
RM 26
Total 89
Actividad 6.2

La observacion de las plantas recolectadas, ha permitido separarlas en 26 grupos
morfologicos, de los cuales solo 19 han sido caracterizadas como especie (véase el cuadro
nimero 16).

Actividad 6.3

El total de plantas asociadas a vifiedos, positivas a fitoplasmas se encuentra en el cuadro 15,
y en el cuadro 17 se detallan las especies infectadas. Las que resultaron positivas a
fitoplasmas son: doce Convolvulus arvensis L., dos Polygonum aviculare L., una Galega
officinalis L.y una maleza no caracterizada.

Cuadro 15. Resultados anilisis nested-PCR en plantas asociadas a viiiedos.

Region Niumero de plantas | Numero de plantas Porcentaje de
analizadas positivas positivos
Vv 36 9 25%
VI 6 2 33%
Vil 21 0 0%
RM 26 5 19%
Total 89 16 18%
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Actividad 6.4

Caracterizacion de plantas asociadas a vifiedos

Utilizando los manuales de reconocimiento de malezas indicados anteriormente y con la
asesoria de la profesora Veronica Dias, ha sido posible reconocer las especies mas comunes
asociadas a los vifiedos visitados. Ademas se ha recolectado muestras de Espino con
“Escoba de bruja” para analizar y definir si los sintomas observados se deben a presencia
de fitoplasmas.

Cuadro 16. Nombre de las especies de plantas y region de recoleccion.

Nimero de plantas | Total
Especie recolectadas por
region

Nombre botanico Nombre comiin VII| VI| V |RM
Convolvulus arvensis L. Correhuela 6. | 3 § 13 7 29
Polygonum aviculare L. Sanguinaria 6 pasto del pollo | 3 1 | 6| 6 16
Galega officinalis L. Galega - - - 1 1
Brassica rapa L. Yuyo - « | 2] 3 5
Malva nicaensis All. Malva 3 - 1 3 7
Taraxacum officinale Weber | Diente de leén 6 lechuguilla 3 - . - 3
Trifolium repens L. Trebol blanco | 1 - | - 2
Portulaca oleracea L. Verdolaga 1 i | 1
Galium aparine L. Lengua de gato - -11] - 1
Erodium cicutarium L. Alfilerillo - - | 4 1 5
Senecio vulgaris L. Senecio - - - 1 1
Fumaria officinalis L. Fumaria 6Hierba de la culebra | - - - | 2 2
Baccharis pingraea DC. Chilquilla - | - |1 - 1
Cerastium arvensis (L.) Cerastium - - 1 - 1
Scop.
Stellaria media (L.) Vill. Quilloi-quilloi - - 1 - 1
Modiiola caroliniana (L.) G. |Falsa frutilla 2 - - - 2
Don
Medicago sativa L. Alfalfa - 1 - | - 1
Madia sativa Mol. Melosa - - - 1 1
Acacia caven (Mol.) Mol. Espino - o 1 3
No clasificadas 2 - | 4| - 6

Total| 21 | 6 | 36 | 26 89
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Caracterizacion de fitoplasmas encontrados en plantas asociadas a vifiedos

De las plantas analizadas, 16 han dado resultado positivo para fitoplasmas. Para algunos de
estos positivos se realizo la restriccion enzimatica (RFLP) y se secuencié el producto de
amplificacion con el fin de determinar a cual grupo y subgrupo de fitoplasmas pertenecen.
De los Convolvulus arvensis L., uno resulto positivo al fitoplasma 16SrVII-A y otro al
16Srll1-J. En un Polygonum aviculare L. se determiné la presencia de una infecciéon mixta
con 16Srl-B y 16SrVII-A. La Galega officinalis L. resulté estar infectada por el 16SrVII-A
y finalmente la maleza no clasificada es positiva al 16SrIllI-J (ver cuadro 17).

Se adjuntan fotos de las tres malezas que pueden ser reservorio de fitoplasmas en los
vifiedos (Figuras 13, 14 y 15).

Cuadro 17. Fitoplasmas encontrados en plantas asociadas a viiiedos.

Cédigo maleza Especie botinica Regionde | o ultado RFLP B Tipo de fitoplasma
119 Convolvulus arvensis L. vV n.d. nd n.d.
123 Convolvulus arvensis L. Vv n.d. nd. n.d.
153 Convolvidus arvensis L. Vi n.d. n.d. nd.
154 Convolvulus arvensis L. VI nd. nd n.d
155 Convolvulus arvensis L. Vv nd. nd nd.
158 Convolvulus arvensis L. \4 n.d. nd nd.
159 Convolvulus arvensis L. RM ol L6SeVIT Ash yellows group
160 Convolvulus arvensis L. RM il T adl
161 Galega officinalis L. RM 16SFVIEA 168HVIT Ash yellows group
162 Convolvulus arvensis L. RM - - o
163 Py
Polygonum aviculare L. RM 168r1-B y VII-A 165r-VII Ash yellows groups
B4 No clasificada v nd 165l X-disease group
235 Convolvulus arvensis L. v o5 16Srlll X-dissass group
259 %
Convolvulus arvensis L. Vv n.d. n.d. n.d.
%1 Convolvulus arvensis L. \4 n.d. n.d. n.d,
262 Polygonum aviculare L. v nis ) ol

n.d.: no disponible
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Figura 13. Convolvulus arvensis L.
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5.  ANALISIS ECONOMICO
Véase cuadro 18 y supuesto del andlisis econdmico en anexo.

6. IMPACTOS Y LOGROS DEL PROYECTO

El proyecto ha sido de gran interés para los productores de uva vinifera y de mesa en todos
los lugares muestreados, porqué se contribuy6 a clarificar la etiologia de ciertos desordenes
(ej: falta de color en produccion de uva de mesa y amarilleces del follaje). Ademas ha
demostrado que los langostinos, a pesar de no ser causa de dafio directo para las vides,
estan abundantemente presentes en los vifiedos y representan, junto con las malezas, un
importante medio de diseminacion de fitoplasmas.

El éxito obtenido con las Charlas Técnicas, los Dias de Campo y el Seminario Internacional
demuestra el interés sobre las actividades desarrolladas y resultados obtenidos en el marco
del proyecto.

El haber desarrollado las técnicas de diagndstico con el presente proyecto, ha permitido al
grupo de trabajo poder participar en la postulacion y adjudicacion de un proyecto
financiado por el Fondo de Desarrollo e Innovacion INNOVA CORFO en la III region del
pais. Se trata del proyecto “Incremento de la productividad en parronales de la tercera
region a través de un mejoramiento sanitario del sistema radical y de la prevencion de
infecciones por virus y fitoplasmas”, cédigo 0SCRI11IAT-07. Esto permitird derivar los
beneficios generados por el presente proyecto también a la tercera region.

g 8 PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE EL PROYECTO

En general se ha logrado desarrollar con éxito las actividades programadas.

Sin embargo no ha sido posible encontrar nematodos positivos a ToRSV en suelos
plantados con vides. Ademas, segiin las ultimas investigaciones realizadas, tampoco se
encontraron vides positivas al virus antes mencionado.

A pesar de esto se pudo poner a punto la técnica de diagnostico para el ToRSV, utilizando
material vegetal infectado de ciruelo y nematodos (X.americanum s.l.) extraidos desde
suelos con ciruelos positivos al virus.

Tampoco ha sido posible encontrar plantas de vid positivas a SLRV. También para este
caso se pudo poner a punto la técnica de RT-PCR, utilizando material vegetal infectado de
durazno positivo al virus.

La caracterizacion de los insectos no ha sido simple, en cuanto no se dispone de suficiente
informacion sobre los langostinos presentes en Sudamérica y en especial en Chile. Esto ha
significado un atraso en la clasificacion, que todavia no estd completa. De toda manera el
Dr. Alberto Alma sigue en su labor de clasificacion aunque los resultados completo se
obtendran mas alla de la duracién del proyecto y seran disponibles para un eventual trabajo
de investigacion que se entregara a FIA una vez publicado.
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8 OTROS ASPECTOS DE INTERES

Se entregaron personalmente los resultados de los anélisis realizados en vides a los
administradores y/o gerentes de los principales predios muestreados, haciéndose los
comentarios pertinentes para cada situacion.

Se incluyo el desarrollo de la técnica de deteccion de GLRaV-2 RG (nueva denominacion
del virus conocido con el acronimo: GRSLaV) por la importancia que ha tenido en especial
manera para la variedad de uva de mesa Red Globe.

Nuestro grupo de trabajo ha adquirido una notable experiencia en la deteccion y
caracterizacion de fitoplasmas, tanto en vid y malezas asociadas, como en insectos. Esto
nos permitirda averiguar las condiciones fitosanitaria y aclarar algunos aspectos
epidemioldgicos relacionados con fitoplasmas, también en otras especies vegetales.

9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con el desarrollo de la técnica ELISA se ha logrado establecer la condicion sanitaria de las
plantas de los predios muestreados con respecto a los virus investigados.

Se ha determinado la presencia de GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV, GVA y GVB.

En ningln caso se ha encontrado SLRV, ToRSV. ArMV ha sido detectado por ELISA en
algunas muestras, presentando una sefial muy débil. Asi que en este caso se ha realizado un
analisis confirmatorio con RT-PCR, cuyo resultado ha sido negativo. Por lo tanto, se puede
concluir que SLRV, ToRSV y ArMV no son de importancia para la vid en Chile.

Ha sido posible distinguir dentro de los “leafroll” la presencia de las especies 1,2y 3.

Han sido detectados por primera vez en Chile los virus GFKV y GVB.

Con el desarrollo de la técnica RT-PCR ha sido posible confirmar los resultados obtenidos
con ELISA y ademas se han podido encontrar los virus GRSPaV y GLRaV-2 RG (antes
denominado GRSLaV) por primera vez en las vides chilenas.

El kit ELISA utilizado para GLRaV-2 reacciona también con la cepa RG. Para determinar
de cuales de los dos virus esta infectada la planta analizada, se debe recurrir a la técnica de
RT-PCR.

Aplicando la técnica ELISA para la deteccion de GFLV, ToRSV, ArMV, GVA, GVB,
GLRaV-1, 2, 3, GFkV en material vegetal recolectado al azar, se han obtenidos resultados
que indican presencia de algunos de estos virus con porcentajes de infeccion preocupantes.
Esto indica que hay una importante presencia de virus en vifias y parronales chilenos que
indudablemente afectan los niveles de produccion en cuanto a cantidad y calidad.
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Preocupa la abundante presencia de nematodos ectoparasitos vectores de virus Xiphinema
index y X. americanum s.l. en los diferentes suelos analizados. Sabemos también que no es
infrecuente encontrar plantas infectadas por GFLV. Esto genera una situacion de maxima
alerta por los dafios que se pueden producir en la viticultura chilena, ya que estin dadas las
condiciones para iniciar y mantener por largo tiempo el ciclo de la enfermedad viral. Es
importante que los nematodos no adquieran el virus y para eso es oportuno introducir, en
estas condiciones de suelos, plantas libres de GFLV.

Se ha desarrollado la técnica ELISA y RT-PCR en nematodos para detectar GFLV y
ToRSV. Mis sensible ha resultado la RT-PCR con respecto a ELISA. Para GFLV ambas
técnicas han funcionado. Mientras para ToRSV solo ha sido posible la deteccion con RT-
PCR.

Las pruebas para ToRSV se han realizados utilizando nematodos extraidos desde suelo con
ciruelos positivos al virus, no encontrandose vides infectadas con ToRSV.

Esta herramienta permite establecer si los nematodos presentes en el suelo son infectivos,
ayudando asi a completar las informaciones para una mejor toma de decision.

Los resultados de los analisis de fitoplasmas ponen en evidencia una situacion preocupante.
Se observan porcentajes de infeccion altos, a pesar de la dificultad de detectar estos
patégenos en plantas debido a su baja concentracion. En su mayoria las que se analizaron
fueron plantas sintomaticas, por lo tanto los datos obtenidos no definen la incidencia de los
fitoplamas en los vifiedos y parronales de Chile. Si embargo en algunos sitios muestreados
las plantas positivas a fitoplasmas han sido mas del 50%, lo que indica una situaciéon de
epidemia.

Ha sido posible determinar la presencia de fitoplasmas pertenecientes al grupo 16srl
subgrupos B y C en algunas de las vides analizadas, siendo este el primer informe sobre la
caracterizacion de estos fitopatdgenos en Vitis vinifera L. en Chile.

La informacion relativa a la identificacion del subgrupo de fitoplasmas ha sido posible
gracias a la colaboracion con la Doctora Assunta Bertaccini de la Universidad de Bologna,
Italia.

Cabe destacar que también se encontré el fitoplasma asociado a la enfermedad epidémica
llamada “madera negra” (Bois noir), subgrupo ribosomal 16SrXII-A; el subgrupo 16SrllI-J
y se identificé por primera vez en vid a nivel mundial el subgrupo 16SrVII-A.

Estos antecedentes son de gran importancia para empezar a entender el origen de algunas
sintomatologias -observadas en vifias y parronales chilenos- de las cuales no se conocen los
factores desencadenantes.

El trabajo de caracterizacion y andlisis de fitoplasmas para insectos Auchenorrhyncha y
malezas presentes en vifiedos, ha dado valiosas informaciones sobre la modalidad de
diseminacion de estos patogenos. El insecto Aplicephalus curtulus es muy comun en los
vifiedos chilenos y probablemente se definird como un nuevo vector de los fitoplasmas
pertenecientes a los grupos Stolbur (16SrXII-A) y Aster yellows (16Srl-B y C). Una vez
caracterizadas las otras Deltocephalinae, sera posible determinar cuales especies serian las
mas comunes en Chile como vectores de fitoplasmas pertenecientes a los grupos Ash
yellows (16SrVII-A) y X-disease (16Srlll-J).
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Sin embargo, es importante establecer la eficiencia de transmision de los langostinos
positivos a fitoplasmas, a través de ensayos de invernadero. Pero para esto es
imprescindible disponer de ulteriores financiamientos.

Parecen ser un importante reservorio de fitoplasmas las malezas Correhuela (Convolvulus
arvensis L.), Sanguinaria 6 pasto del pollo (Polygonum aviculare 1.) y Galega (Galega
officinalis L.). Las primeras dos muy comunes en vifiedos chilenos.

Se determiné la mejor época de muestreo para la deteccion de cuatro virus. Los resultados
obtenidos con este ensayo permitieron poder elegir el mejor tejido vegetal a muestrear en
relacion al virus y al periodo del afio en que se necesite realizar los andlisis. Para la
deteccion de todos los virus, desde brotacion hasta que estén disponibles los sarmientos
verdes, es aconsejable realizar los analisis utilizando la RT-PCR tanto en brotes como en
hojas no completamente desarrolladas. En periodos sucesivos se puede realizar una ELISA
utilizando los sarmientos verdes y lignificados.

La RT-PCR confirmé ser la técnica mas sensible respecto a ELISA cuando la carga viral es
baja (durante brotacion), sin embargo su eficiencia disminuye en la medida que aumentan
en la planta los azicares y polifenoles, inhibidores de la enzima polimerasa.

Para todos los virus, el tejido mas reactivo (100% de resultados positivos), tanto con ELISA
como con RT-PCR, es el floema procedente de sarmientos lignificados.

Con la técnica ELISA se obtienen buenos resultados también con los sarmientos verdes. De
toda manera en los meses en que se encuentran contemporaneamente en la planta
sarmientos verdes y lignificados, estos Gltimos resultan ser los mas sensible. Ademas, los
sarmientos lignificados estan disponibles para el muestreo por un mayor nimero de meses
durante el afio incluyendo julio y agosto.

Los protocolos de andlisis utilizados en nuestro laboratorio para realizar este ensayo
permitieron la deteccion de GFLV y GFkV con ELISA durante los 12 meses con un €xito
del 96 y 97% respectivamente, mientras el valor mas alto obtenido con RT-PCR
correspondié a GVA con el 91%.

Se ha podido constatar que las diferentes enzimas utilizadas para la realizacion de la PCR
hacen que los costos totales de los reactivos aumenten considerablemente con esta técnica.
Ademas, para la realizacién de la PCR se necesita de mas espacio en el laboratorio y un
mayor nimero de equipos cuyo mantenimiento es caro.

Los costos del personal y de administracion resultan mas altos con la PCR porque es menor
el nimero de muestras que se pueden procesar en una unidad de tiempo. Por ejemplo, en el
caso del personal de laboratorio, si se consideran tres personas trabajando jornada
completa, es posible procesar 400 muestras al mes con ELISA y 240 con PCR, en este
Gltimo caso tanto para la deteccion de virus como para fitoplasmas.

Los resultados obtenidos durante los ensayos de especificidad de demuestran que los kits de
ELISA y los protocolos de RT-PCR utilizados son virus especificos, por lo tanto de alta
confiabilidad para su uso en forma rutinaria.

Se ha podido comprobar que con ELISA, la sensibilidad de la técnica baja rapidamente.
Esto nos confirma la necesidad de evitar analizar muestras compuestas (juntar material
vegetal de diferentes plantas a formar una muestra), en cuanto es muy alta la probabilidad
de obtener resultados falsos negativos, cuando la carga viral en la planta es baja.

62



Se subraya la buena calidad del kit para la deteccion de GFkV, que presenta una
sensibilidad mucho mas alta con respecto a los otros.

Se confirma la mayor sensibilidad de RT-PCR con respecto a ELISA. Es de tomar en
cuenta este dato cuando se quiera aconsejar una técnica de deteccion en los programas de
seleccion sanitaria y certificacion.

Se obtuvo la secuencia del amplicon de GLRaV-2 (tamaiio de 332 bp) y de GLRaV-2 RG
(tamafio de 266 bp). Sucesivamente se alinearon estas secuencias con las presentes en el
GenBank para la comparacion. EI GLRaV-2 se alined con dos secuencias del GenBank
presentando una similitud del 98% en ambos casos. GLRaV-2 RG se alined con la Gnica
secuencia presente en GenBank con una similitud del 95%. Estos resultados confirman que
los dos aislados chilenos corresponden a los virus antes mencionados. La mayor
variabilidad del GLRaV-2 RG depende en larga parte por los errores ocurridos en fase de
secuencias y que corresponden al 4% del fragmento secuenciado.

Se obtuvieron también las secuencias de los amplicones de los fitoplasmas denominados
Chile I (tamafio de 1141 bp), Chile VII (1232 bp), Chile a (1542 bp) y Chile b (1544 bp).
Se realizo el alineamiento de estas con aquellas secuencias presentes en el GenBank.

Chile I se alineé con diferentes secuencias del GenBank presentando en todos los casos una
similitud del 99%. Estos resultados confirman que el aislado chileno de fitoplasma es un
“aster yellows”, grupo I, subgrupo B (16Srl-B).

Chile VII se alined con diferentes secuencias presentando alta similitud con aislados de ash
yellows (grupo VII). Con la secuencia AY034608 (fitoplasma 16SrVII-B) presenté una
similitud de 98%, mientras con la secuencia AF092209 (fitoplasma 16SrVII-A) presenté
una similitud de 99%. Esto significa que el aislado chileno es un “ash yellows” y
corresponde al grupo VII, subgrupo A.

Chile “a” se alineé con diferentes secuencias presentando alta similitud con aislados de
“stolbur” (grupo XII). Con la secuencia AJ964960 (fitoplasma 16SrXII-A) presentd una
similitud del 98%, sin embargo al aislado chileno faltan 14 bp en la region intergénica, esto
permite colocarlo en el grupo XII, sin pero poder asignarle a un subgrupo. Ulteriores
estudios son necesarios para establecer si se trata de un nuevo subgrupo.

Chile “b” se aline6 con diferentes secuencias presentando alta similitud (98%) con
AF248959 (fitoplasma 16SrXII-A). A diferencia de Chile “a”, en este caso no faltan los 14
bp de la region intergénica, por lo tanto se puede concluir que Chile “b” pertenece al grupo
XII (stolbur) subgrupo A. Esto significa que el aislado chileno es el fitoplasma de la
“madera negra” 6 “bois noir”.

Las actividades de difusion se han traducido en una eficaz promocion del proyecto, con
gran beneficio para el desarrollo de las actividades.

Tanto el seminario internacional, las charlas técnicas, los dia de campo, como también la

participacion a los congresos nacionales e internacionales y las publicaciones, han
permitido dar a conocer el trabajo realizado en el marco del proyecto FIA. Ademas han
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permitido consolidar, tanto a nivel nacional como internacional, el grupo de trabajo en
enfermedades producidas por virus y fitoplasmas en vid de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile.

La presencia de virus y fitoplasmas en las vides chilenas representa una seria amenaza para
el cultivo. Ademas, en los mismos vifiedos hemos también encontrado malezas y
langostinos infectados por fitoplasmas, aumentado asi el riesgo de diseminacion de estos
patégenos.

La deteccion es el primer paso para tomar conciencia de la situacién y asi evitar futuros
problemas. Se recuerda que en el caso de virus y fitoplasmas la prevencion es la Gnica
medida de control a tomar.

IV. INFORME DE DIFUSION

Se hace referencia a las actividades 7.1,7.2,7.3,7.4,7.5y 7.6

Organizacion de tres Charlas Técnicas

Junto con el informe N° 4 se entregé la informacion y el material relativos a la realizacion
de la primera charla técnica, en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de
Chile.

Junto con el informe N° 6 se entregé la informacion y el material relativos a la realizacion
de la segunda charla técnica, en el Campus Limari de la Universidad de La Serena.

La tercera “Charla Técnica” se organiz6 en conjunto con el segundo “Dia de Campo”. Esto
permitio realizar un evento en el cual se unieron aspectos teoricos y demostrativos relativos
las actividades desarrolladas a lo largo del proyecto de alargue.

El titulo del evento fue: “Fitoplasmas en vid: aspectos epidemiologicos”. Se realizo con
fecha 30 de mayo de 2007 en la Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas,
Salon Video Conferencia Campus Sur de la biblioteca Ruy Barbosa y laboratorios de
Certificacion Frutal y Fitovirologia (véase en anexo “Actividades de Difusién” el programa
de la actividad y copia de las presentaciones).

La finalidad del evento era informar a productores, viveristas, investigadores y técnicos del
rubro vitivinicola de los avances del proyecto de alargue.

Los asistentes al evento fueron 33 (véase hojas de firmas en anexo “Actividades de
Difusion™y algunas fotos del evento).

La actividad ha sido exitosa cumpliendo plenamente con el objetivo planteado.
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Organizacion de un Seminario Internacional

Junto con el informe N° 7 se entregé la informacion y el material relativos a la realizacion
del Seminario Internacional del proyecto, cuyo titulo fue: “Situacién actual de la vid en
relacion a virus, viroides y fitoplasmas”. El evento se celebré en el centro de extension Los
Almendros, Camino La Piramide 5625, Huechuraba, Santiago, el 5 y 6 de abril 2005.

El evento se cofinancié a través del Programa de Captura y Difusion Tecnologica de FIA.
Mayores detalles sobre el Seminario Internacional se encuentran en el informe técnico final
del Programa de Captura y Difusion Tecnolégica (codigo FIA-CD-V-2005-1-A-004) que se
presentd a FIA.

Organizacion de un Dia de Campo

Junto con el informe N° 5 se entregé la informacion y el material relativos a la realizacion
del Dia de Campo, en la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile.

Como explicado anteriormente, el segundo “Dia de Campo™ se realiz6 en conjunto con la
tercera “Charla Técnica”.

Participacion a Congresos Nacionales

Junto con el informe N° 3 se entrego la informacion y el material relativos a la presentacion
de cuatro trabajos. Tres de ellos se presentaron al XII Congreso de la Sociedad Chilena de
Fitopatologia (SOCHIFIT) y uno al 53° Congreso Agronémico de Chile.

Junto con el informe N° 5 se entregoé la informacion y el material relativos a la presentacion
de un trabajo al XIII Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia (SOCHIFIT).

Junto con el informe N° 7 se entrego la informacién y el material relativos a la presentacién
de dos trabajos al XTIV Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia (SOCHIFIT).

Junto con el informe N° 8 se entrego la informacion y el material relativos a la presentacion
de un trabajo al XV Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia (SOCHIFIT).

El 5 y 6 de noviembre 2007 se participé en la Il Reuniéon de Biologia Vegetal, congreso
celebrado en Santiago, en la Casa Central de la Universidad Catoélica de Chile.

Se presento el siguiente trabajo: “Grapevines yellows in Chile”.

Autores: Angela Gajardo, Simona Prodan, Samanta Paltrinieri, Simona Botti, Ana Maria
Pino, Jaime Montealegre, Alan Zamorano, Assunta Bertaccini, Nicola Fiore.

(Presentacion formato Poster).

Copias del resumen del trabajo antes mencionado y del pdster se encuentran en el anexo
“Actividades de Difusion”.
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Desde el 28 hasta el 30 de noviembre 2007 se participé en XVII Congreso de la Sociedad
Chilena de Fitopatologia (SOCHIFIT), celebrado en Concepcién, en la Universidad de
Concepcion, Facultad de Ciencias Forestales y Centro de Biotecnologia.

Se presentd el siguiente trabajo: “Aspectos epidemiolégicos de los fitoplasmas que afectan
la vid (vitis spp.) en Chile”.

Autores: Alan Zamorano, Ana Maria Pino, Samanta Paltrinieri, Alberto Calari, Assunta
Bertaccini, Alberto Alma, Jaime Montealegre, Jaime Araya, Nicola Fiore.

(Ponencia realizada por Nicola Fiore).

Copias del resumen del trabajo antes mencionado y de la presentacién se encuentran en el
anexo “Actividades de Difusion”.

Participacion a Congresos Internacionales

En el informe N° 4 se entregé la informacion y el material relativos a la presentacion de tres
trabajos al 14™ Meeting of Internacional Council for the Study of Virus and Virus-Like
Diseases of Grapevine (ICVG), celebrado en Locorotondo (Bari), Italia.

En el informe N° 5 se entrego la informacion y el material relativos a la presentacion de un
trabajo al IX Congreso Latinoamericano de Viticultura y Enologia, celebrado en Santiago,
Chile.

En el informe N° 7 se entrego la informacion y el material relativos a la presentacion de un
trabajo al XII Congreso Latinoamericano de Fitopatologia (ALF)/III Taller de la
Asociacion Argentina de Fitopat6logos, celebrado en Vila Carlos Paz, Cordoba, Argentina.

En el informe N° 9 se entreg6 la informacion y el material relativos a la presentacion de tres
trabajos al 15" Meeting of Internacional Council for the Study of Virus and Virus-Like
Diseases of Grapevine (ICVG), celebrado en Stellenbosch, Sudafrica, del 3 hasta el 7 de
abril del 2006.

Desde el 12 hasta el 15 de noviembre 2007 se participé en el “First Internacional
Phytoplasmology Working Group Meeting (IPWG)”, celebrado en Bologna (Italia), en la
Universita di Bologna.

Se presentd el siguiente trabajo: “Molecular characterization of phytoplasmas in Chilean
grapevines”.

Autores: Nicola Fiore, Simona Prodan, Samanta Paltrinieri, Angela Gajardo, Simona Botti,
Ana Maria Pino, Jaime Montealegre, Assunta Bertaccini.

(Ponencia realizada por Nicola Fiore).

Copias del resumen del trabajo antes mencionado y de la presentacion se encuentran en el
anexo “Actividades de Difusion”.
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Publicaciones internacionales

1) S. Prodan, J. Montealegre and N. Fiore (2003). Aetiology of decline in Thompson
Seedless grafted plants. Extended Abstract of 14™ Meeting of ICVG, Locorotondo,
Bari, Italia 2003, 142-143.

2) A. Gajardo, S. Botti, J. Montealegre, N. Fiore and A. Bertaccini (2003). Survey on
Phytoplasmas identified in chilean grapevines. Extended Abstract of 14~ Meeting of
ICVG, Locorotondo, Bari, Italia 2003, 85-86.

3) S. Prodan, J. Montealegre, E. Aballay, A.M. Pino, P. Fernandez, R. Reyes and N.
Fiore (2003). Report of new viral disease in chilean grapevines. Extended Abstract
of 14" Meeting of ICVG, Locorotondo, Bari, Italia 2003, 145

Las informaciones sobre estas tres publicaciones se han entregado en el informe N° 4

4) A. Bertaccini, S. Paltrinieri, S. Botti, B. Duduk, N. Fiore, M. Kolber, D. Skoric, E.
Torres, M. Conti (2006). Diversity of 16SrXII phytoplasmas detected in grapevine
growing areas worldwide. Extended Abstract of 15th Meeting of ICVG,
Stellenbosch, South Africa 2006, 88-89.

5) E. Engel, V. Arredondo, C. Girardi, A. Gonzalez, P. Escobar, N. Fiore, P. Arce and
P.D.T. Valenzuela (2006). Grapevine viruses in Chile: genomics and detection

based on immunocapture and microarray technologies. Extended Abstract of 15th
Meeting of ICVG, Stellenbosch, South Africa 2006, 118-119.

6) M. Digiaro, N. Fiore, L. Tarricone, S. Prodan and T. Elbeaino (2006). Influence of
viruses on the performance and quality of cv. Crimson Seedless. Extended Abstract
of 15th Meeting of ICVG, Stellenbosch, South Africa 2006, 186-188.

Las informaciones sobre estas tres publicaciones se han entregado en el informe N° 9

7) N. Fiore, S. Prodan, S. Paltrinieri, A. Gajardo, S. Botti, A.M. P., J. Montealegre, A.
Bertaccini (2007). Molecular characterization of phytoplasmas in Chilean
grapevines. Extended Abstract. Bulletin of Insectology, Vol. LX (2): 331-332.

Copia del trabajo se encuentra en el anexo “Actividades de Difusion”.

8) N. Fiore, S. Prodan, J. Montealegre, E. Aballay, A.M. Pino, and A. Zamorano
(2008). Survey of grapevine viruses in Chile. Journal of Plant Pathology (en
prensa).

El articulo ha sido recibido por el editor el 11 de septiembre de 2007 y aceptado para

publicacion el 18 de octubre 2007.

Copia de la version aceptada por el editor se encuentra en el anexo “Actividades de

Difusion”. Cuando se publique se enviara copia a FIA.

67



Publicaciones nacionales

Resumenes

En la revista Aconex N° 78 de Enero, Febrero y Marzo 2003, se publico el resimen de un
trabajo presentado al XII Congreso de la SOCHIFIT:

Fiore N., Botti S., Montealegre J., Bertaccini, A. (2003). Reporte de fitoplasmas
pertenecientes al subgrupo 16Srl en vides chilenas. Aconex N° 78: 8.

Se adjunta copia en anexo “Actividades de difusion” en informe N° 4.

En la revista Simiente N° 72 de Julio-Diciembre 2002, se publicé el resimen del trabajo
presentado en 53° Congreso Agrondmico de Chile:

Fiore N., Montealegre J., Aballay E., Prodan S., Fernandez P., Reyes R. Botti S., Bertaccini
A. y Pino, A. (2002). Nuevos reportes de enfermedades producidas por virus y fitoplasmas
en vides chilenas. Simiente 72 (3-4): 97.

Se adjunta copia en informe N° 4.

Fiore N., Montealegre J., Aballay E., Prodan S., Fernandez P., Reyes R. y Pino, A.(2003).
Nuevos reportes de enfermedades virales en vides chilenas. Fitopatologia Vol.38, N°2: 93.
Se adjunta copia en informe N° 5.

Fiore N., Botti S., Montealegre J., Bertaccini, A. (2003). Reporte de fitoplasmas
pertenecientes al subgrupo 16Srl en vides chilenas. Fitopatologia Vol.38, N°2: 93-94.
Se adjunta copia en informe N° 5.

Fiore N., Montealegre J., Prieto, H., Prodan S. (2003). Resultados preliminares sobre la
etiologia del decaimiento en plantas de uva de mesa injertadas. Fitopatologia Vol.38, N°2:
101-102.

Se adjunta copia en informe N° 5.

Gajardo A., Botti S., Montealegre J., Bertaccini A. y Fiore N. (2004). Caracterizacion
enzimatica de fitoplasmas aislados de vides chilenas. Fitopatologia Vol.39, N°1: 19-20.
Se adjunta copia en informe N° 6.

Articulos

En la Revista del Campo N° 1406 de EI Mercurio del 23 de junio de 2003, se publicé un
articulo sobre el decaimiento de plantas de uva de mesa injertadas:

N. Fiore y J. Montealegre (2003). Decaimiento en vides: Un mal sin nombre. Revista del
Campo — EL MERCURIO N° 1406: A14-15.

Se adjunta copia en anexo “Actividades de difusion” en informe N° 4.

En la Revista del Campo, del diario El Mercurio, del 2 de agosto de 2004, N° 1464 ha sido
publicado un articulo sobre parte de los resultados obtenidos con el presente proyecto. En
particular en el articulo se presenta la situacion actual sobre los fitoplasmas que afectan a la
vid en Chile.

Se adjunta copia en informe N° 6.
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LUGAR

Sala de Video Conferencia

BIBLIOTECA RUY BARBOSA

Facultad de Ciencias Agronémicas
Universidad de Chile. Campus Antumapu.
Santa Rosa 11315. La Pintana.

VALOR INSCRIPCION
Sin costo
Capacidad limitada

INSCRIPCION E INFORMACION
Consulta: Sra. Carolina Caroca
Fono: 9785960 - 9785961

Fax: 9785726

E-mail: anpino@uchile.cl

PARTICIPANTES

Ing. Agr. Jaime E. Araya

Ing. Agr. Nicola Fiore

Ing. Agr. Jaime R. Montealegre

COORDINADORES
Ana Maria Pino
Nicola Fiore

Jaime R. Montealegre

FINANCIADO POR FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA (FIA)
PROYECTO CODIGO BID-PI-C-2001-1-A-013
“Elaboracién de un sistema confiable para la
deteccién y caracterizacion de virus y fitoplasmas
que afectan a la vid"

GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS
DEPARTAMENTO DE SANIDAD VEGETAL
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION
AGRIicOLA

CHARLA TECNICA
Y
DIA DE CAMPO

“FITOPLASMAS EN VID:
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS”

30 de mayo de 2007

SANTIAGO, CHILE
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MEETING PROGRAM

Monday November 5"

MORNING

9:00-9:45  Registration and poster set up.

9:45-10:10 Welcome (Rodrigo Gutiérrez)

10:10-11:10 Seminar
Dr. Pamela Green. Delaware Biotechnology Institute. University of
Delaware. “Elucidating the small RNA Component of Plant
Transcriptomes”.

Host: Dr. Rodrigo Gutiérrez

11:10-11:30 Coffee break

11:30 — 13:00 Session 1: Genomics, Bioinformatics and Systems Biology
Chairs: Dr. Herman Silva and Dr. Marlene Rosales

11:30 - 12:00 Dr. Hugo Peiia, Universidad Técnica Federico Santa Maria.
Co-relation of transcriptional profiles and metabolic profiles to
characterize the development and ripening of grapevine berries. Hugo
Pena-Cortés, Alvaro Cuadros, Fernando Dorta, Ingrid Ramirez, Simén Ruiz,
Enrique Gonzalez, Fernando Poblete, Camila Caldana, Patricio Giavalescco
and Lothar Willmitzer.

12:00 Felipe Aceituno, P. Universidad Catélica de Chile.

Microarray data analysis reveals gene body methylation is a key factor for
regulation of gene expression in Arabidopsis thaliana. Felipe F. Aceituno and
Rodrigo A. Gutiérrez

12:15 Patricio Ramos, Universidad de Talca.
Differential expression of genes involves in gravitropic response of Pinus

radiata D. Don. Ramos , P., Moya, M., and Herrera.R

12:30 Loreto Prat, Universidad Andres Bello.

[A¥)
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Expression of aroma genes and accumulation of volatile compounds in
cultivated strawberry (Fragaria x ananassa) and white strawberry (Fragaria
chiloensis) during ripening. Prat, L., Marchant, L., Maldonado. J., Sanhueza. D.,
Agosin, E. and Silva, H.

12:45 Susana Rasmussen, Universidad Andres Bello.
A first glance at the Eucalyptus globulus cold-activated regulatory pathway.

Erwin Krauskopf, Susana Rasmussen-Poblete, Pablo D.T. Valenzuela, Maria
Cecilia Gamboa.

13:00 — 14:30 Lunch break

Monday November 5™

AFTERNOON

14:30 — 15:30 Seminar
Dr. Hugo K. Dooner, Waksman Institute & Department of Plant Biology,
Rutgers  University. “Genome structure diversity and meiotic
recombination in maize”.

Host: Dr. Herman Silva

15:30 — 17:00 Session 2: Biochemistry and Molecular Biology
Chairs: Xavier Jordana and Michael Handford

15:30 — 16:00 Dr. Jorge Casal. IFEVA - Universidad de Buenos Aires,
Argentina. “Regulation of input-output relationships in phytochrome
A signaling”

16:00 Hannetz Roschzttardtz, P. Universidad Catolica de Chile.

Regulation of SDH2-3 expression in Arabidopsis thaliana seeds. Binding studies
of transcription factors to the promoter. Roschzttardtz, H., Vasquez, M., Gémez,
[, Alonso, R., Vicente-Carbajosa, J., Araya, A., Jordana, X.

16:15 Francisca Blanco, P. Universidad Catolica de Chile.

Glutaredoxin C9 as a model gene for the study of the early response to salicylic
acid in Arabidopsis thaliana. NPR1 dependence, promoter analysis and
pathogen infection response. Blanco F., Herrera A, Cechinni N., Alvarez M,
Laporte D, Holuigue L.
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16:30 Carlos Figueroa, Universidad de Talca.

Differences in softening rates of strawberry fruits are related to differential
pectin metabolism. Figueroa, C.R., Rosli, H.G., Civello, P.M., Pimentel, P.,
Gaete-Eastman, C., Herrera, R., Caligari, P.D.S., Moya-Leén, M.A.

16:45 Nilo Mejia, Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA — La Platina).
Positional candidate genes for seedlessness and berry weight in table grape.
Nilo Megjia, Braulio Soto, Marcos Guerrero, Anne-Frangoise Adam-Blondon and
Patricio Hinrichsen.

17:00- 19:00 Poster presentations (Coffee and Beer)

Tuesday November 6"

MORNING

9:00-10:00 Seminar

Dr. Nina Fedoroff. Evan Pugh Professor of Biology and Willaman
Professor of life Sciences. The Pennsylvania State University. Biology
Department and Huck Institutes of the life Sciences. “The role of the
Arabidopsis HYL1 protein in miRNA processing”.

Host: Virginia Garreton

10:00-11:30

Round Table

National policy for scientific and technological development.
The Biofuels case study
Session Chair: Virginia Garretén

10:00 — 10:30 Maria Olivia Recart, Subsecretaria Ministerio de

Hacienda del Gobierno de Chile.

10:30 - 11:00  Dr. Nina Fedoroff, Science and Technology Advisor to the U.S.

Secretary of the State, Condoleezza Rice. Biology Department and
Huck Institutes, Penn State University.

11:00 - 11:30 Discusion,

11:30:12:00 Coffee break
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12:00-13:30 Session 3: Cell Biology
Chairs: Loreto Holuigue and Ariel Orellana.

12:00 — 12:30 Kristiina Himanen. Ghent University. VIB Flanders
Institute for Biotechnology, Belgium.. The arabidopsis ortholog of yeast
BRE1 has a function in chromatin regulation during early organ
growth. Himanen K., Fleury D., Cnops G., Nelissen H., Boccardi T., Inzé
D., Van Lijsebettens M.

12:30 Dr. Gabriel Leon, Universidad Andrés Bello

UDP-Glucose transporters AtUTrl and AtUTr3 are partially redundant and
essential for pollen development in Arabidopsis thaliana. Gabriel Ledn,
Francisca Reyes and Ariel Orellana

12:45 Ingrid Letelier, P. Universidad Catolica de Chile.
Expression of C/D-snoRNAs in Arabidopsis thaliana. Letelier 1., Holuigue and
Echeverria M.

13:00 Andrea Vega, P. Universidad Catolica de Chile.

Changes in gene expression in response to compatible viral infection in
grapevine berries. Vega, A., Medina C., Arce-Johnson, P.

13:15 Elena Vidal, P. Universidad Catélica de Chile.

Nitrate:auxin interaction in the development of Arabidopsis thaliana roots.
Vidal, EA., Araus, V. and Gutiérrez, RA.

13:30-15:00 Lunch break

Tuesday November 6"

AFTERNOON

15:00 - 16:30 Session 4: Plant Physiology
Chairs: Erwin Krauskopf and Alejandra Moya

15:00 — 15:30 Dr. Luis Corcuera, Universidad de Concepcion. “A
physiological approach to study the intriguing distribution of
Notophagus dombeyi and Notophagus nitida”. Corcuera LJ, Reyes-Diaz
M, Piper F, Alberdi M, Bravo LA.
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15:30 Andrés Zurita, Centro de Estudios Avanzados en Zonas Aridas - CEAZA.
Assessment of salinity and boron toxicity on Arabidopsis thaliana root
architecture: physiological responses and expression of target genes. C. Saguas,
C. Corngjo, A. Milla, M-L Guillemin, K. Ruiz and A. Zurita.

15:45 Pablo Zamora, Universidad de Santiago de Chile

Abiotic factors associated with the climate change and their effect on the
Deschampsia antarctica biology. Pablo Zamora, Marcelo Ortega, Humberto
Prieto, Gustavo E. Zuniga.

16:00 Alvaro Castro, Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA — La
Platina).

Evaluation for tolerance against Botrytis cinerea in a population of field lines
of grapes cv. Thompson seedless genetically modified with antifungal genes.
Alvaro Castro; Fernando Reyesl; Blanca Olmedo: Catalina Alvarez; Marisol
Mufioz; Mario Pastén; Maria Antonieta Reyes; Manuel Acuiia; Eduardo Tapia;
Carlos Murioz; Patricio Hinrichsen; Paola Dell Ortol: Mike Moynihanl; Leonel
Gonzalez2; Humberto Prieto.

16:15 Marcela Esterio, Universidad de Chile

Molecular characterization of the genetic structure of Botrytis cinerea
populations from table grapes (Vitis vinifera L.) in Chile. Marcela Esterio, Jaime
Auger, Cecilia Ramos, M. José Araneda, G. Muiioz y M. Rosales.

16:30 - 17:10 Organizational Session — IIT Plant Biology Meeting
Host: Organizing Committee.
[Open to all attendants]

17:10 - 18:30 Poster Session I1

18:30 - 20:00 Meeting Reception



GRAPEVINES YELLOWS IN CHILE

Angela Gajardo', Simona Prodan Samanta Paltnmen Simona Bottl Ana Marla
Pino', Jaime Montealegre’, Alan Zamorano', Assunta Bertaecuu N:cola Fiore'

! Departamento de Produccion Agricola, Facultad de Ciencias A gronomicas, University of
Chile
? Dipartimento di Scienze e T ecnologie Agroambientali, Patologia vegetale, Alma Mater
Studiorum-University of Bologna, Bologna, Italy
Departamenta de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agronémicas, University of
Chile

Detection and identification of phytoplasmas associated with Chilean grapevines was
performed. Symptomatic and/or asymptomatic grapevine plants were sampled and tested by
nested PCR, that allows the detection of phytoplasmas in 30 out of 91 samples.
Identification by RFLP analyses assigned the detected phytoplasmas to 16Srl-B, 16Srl-C,
16SrVII-A and 16SrXII-A ribosomal subgroups. Cloning and sequencing selected isolates
allow the detection of genetic variability in 16SrXII-A Chilean strains.

The finding of 16SrVII-A phytoplasmas is new for grapevine, while appear to be detected
in different host species. Flavescence doree was not detected in Chilean grapevines.
Infection with more than one type of phytoplasma is not uncommon in Chilean grapevines.
Mixed infections between phytoplasmas and viruses frequently occur, that difficult the
visual diagnosis.

There is no evidence of epidemic spreading of yellows symptoms in the surveyed
vineyards, nevertheless, future danger of 16SrXII-A epidemic spreading is not totally
excluded. Survey to verify the presence and identity of insect vector or potential vector and
also possible herbaceous weed hosts plants, acting as reservoir of phytoplasmas, are in
progress.

This work was financed by Fundacion para la Innovacién Agraria (FIA), project BIOT-
BID-PI-C-2001-1-A-013.

Corresponding autor: N. Fiore
Fax: +56 2 9785812
E-mail: nfiore@uchile.cl




GRAPEVINE YELLOWS IN CHILE

Angela Gajardo, Simona Prodan, Samanta Paltrinieri', Simona Botti', Ana Maria Pino, Jaime Montealegre, Alan
Zamorano, Assunta Bertaccini’, Nicola Fiore

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agrondmicas, Avenida Santa Rosa 11315 La Pintana, Santiago, Chile
Universitd di Bologna JIbTA Patologia Vegetale, Bologna, Italy
E-mail: nfiore le Phone: +56 2 9785726

In Chile the yellows presence in Vmsmfchmnmlwdbndu&ell in 1988 ond Samples from 91 plants with ycllons ymp ond also symptomless plants of table ond wine grapes
the first i | I, micr of phytopk t:n was varieties were collected. To verify ph presence, nucleic acids was extracted from a mixture of
published in 2003 (Ga"crda etal: Hnrrwn and Madariaga). Field oluu-mlen in ﬂ\c main leaf midribs and phloem tissues mﬂl a chloroform/phencl method. After direct PCR using universol
revealed the presence of plants exhibiting symptoms typical of grapevine yellows (Fig. 1) in fw: primer pairs PL/PT, nested PCR with FL/B6 and R16F2/R2 was performed. Further nested PCR were
regions of Chile (Coquimbo, Vobwuiw Metropolitona de Santiago, Libertador General performed with RIS(I)FI/R] and/or M1/B6 primer pairs. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
Bernardo O'Higgins, Maule). Detection and characterization of phytoplasmas was performed analyses were employed to identify phytoplasmas. Selected F1/B6 and R16F2/R2 amplification fragments
using molecular tools. from the diverse phytoplasmas adtn’hflc?qf‘hr RFLP analyses were purified and DNA fragments were

ligated into T/A cloning vector pTZ57R/T. Amplicones obtained from 5 colonies per cloned frogment were
subjected to RFLP and selected fragments from cloned DNA were sequenced in both directions.
The sequences were then aligned with BLAST engine for local alignment for Nucleotide-nucleatide BLAST
(BLAST-N) (version Blast N 2.2.12) and a phylogenetic tree was constructed using CLUSTAL X program.

Figure 1, Symptoms on vine plants.

Nested PCR allows the detection of phytoplasmas in 30 out of 91 samples. The
phytoplasmas detected in Chilean vines with yellow symptoms were
assigned by RFLP anal to four different ribosomal subgroups: 165r1-B,
165r1-C, 165rXII-A (related to Stolbur) and 16SrVII-A (Fig. 2). Mixed
phytoplasma infection occur in Chilean gropevines, thus for o precise
identification, complementation of both RFLP and sequencing was required, to
the diagnostic. Considering results of both meleculer toals, group

165r] and 165r1-B as o single infection was identified in two samples and
165r1-C in four samples: 165rI-B ond 165rXII-A were present in mixed
’pr infection in one sample; 165rVII-A was detected in single
infection in eight samples, and in mixed infection with 165r1-B and I-C in one
sample, with 165rI-8 in another one, and with a not mere identified 165rT
group in another sample; 16SrXII-A was present as si infection in ten
and combined with 165rVII-A in another m.gm somple present
infection with phytoplasmas belonging to the ttolbu- group but with different

RFLP mﬂlc (Fig. 3). lysis by and clustering of 165
rRNA sequences of 23 nkcfedmbusofﬂ\ngum'&xi’hytqhm with
highest similarity, permitted the design of o cluster (Fig. 4), whose

branching order was in ogreement with the RFLP findings hereby reported.
This tree showed that Chilean isolates are clustering close to the known
members of their RFLP ribosomal groups. The BLAST-N search on 165/RNA

and colculation of sequence percentage similarity showed the close
mbqyofmhmihmmmmkﬂumbr:ofﬂmrmw
There is ne evidence of epidemic spreading of yellows symptoms in 'hc
surveyed vineyards, nevertheless, future danger of 165rXII-A epidemic
spreading is not totally excluded. Survey to verify the presence and identity
of insect vector or potential vector and also passible herbaceous weed hosts
plants, acting as reservoir of phytoplasmas, are in progress.

At impaBol Astary w
Pot umkBol Astery
Tom unk Bol AstarY

Aster
?'I"“l
Bar unkLit Astary
Patow. olipOol Astary
Ciat umh Lt AsterY

- PoaFest LI Astary
A chardAustt Stol
Gra.unkGpa S1ol
Uk USA Sl 8ToLyy | Stelbur

I\

Al uridng AshY ™~
FE EnBraAshy

L{M%

Ash.elUSA AShYASHYS
Ash USA AshY ASHY |
Ash Col AshY o
Actwlapias ma lakdawd

[ vesr——— ™ e e w iy ane 001 o0

o 4
o . 4 b 2 Z -
= 8 > f - Figure 4. Phylogenetic tree, r? placement of phytoplasmas
B8 et wis ) N g = g é 2 associated with the Chilean isolates (underlined). Acholeplosma laidlow:i was
e - - 0O + - employed as the out-group taxon.

1650111 00 daste grogh

18504 lim )
- i Figure 3. Polyacrylamide ?zcl showing RFLP profiles of stolbur
oplasmas, obtained with sl on RIS(I)FI/R] frogment from jlru:f
Molecular variability was also present in different cloned fw.gmuntl
from the same PCR product. 16SeXTI-A: confrol: Ch38: PCR product
165rXTI-Aa and 16SrXTI-A"b: cloned fragments from Ch38. PhiXI74:
marker $X174.

LESAVTL (Arh pulows grog)
vyt i (1)
185X (Apple pralifasution ro)
Furugae #hina Frut yads (-

L] (:-.l-'
Mesters s

Figure 2. Phytoplasmas detected in grapevine in the This work wax financed by Fundacién para la Innevacién
Agroria (FIA), Gobierno de
world. In red results originated with this work. ek SRR Chile, project BIOT -81D-P1-C-2001 -1-A-013 %,



ou

e]

SO

L00Z 211yD-uondasuo)

eI150[0jedo)1] 3p BUI[IYD) PEpPIId0g
BIS0[0UII)0IY IP 01U
S3[B)S2.10,] SEIDUIL) AP pejnaey

ap omunoaed |2 uo)

SANAIWNSTY Ad OULI'1

L00T
AP AAQUIDIAON] 3P (E [B §T SI[BISAIO0,] SBIDUAID) IP pPeI[NIey

«VIOOTOLVAOLId Ad
VNATIHD AVAAID0S V1 Ad OSTAONOD [AXs,




COMITE ORGANIZADOR

Dr. Eugenio Sanfuentes von Stowasser
Dra. Matilde Uribe Moraga
Dra. Katherine Sossa Ferndndez

COMITE CIENTIFICO

Dr. Bernardo Latorre G.
M. Sc. Ximena Besoain C.
Ing. Agr. Marco Mufioz F.

Dr. Claudio Sandoval B.

PROGRAMA -

MARTES 27 DE NOVIENBRE

08:30 - 10:00°h
10:00 - 10:30 h
10:30 - 11:00 h
PRIMERA SESION
11:00-11:15h
11:15-11:30 h
11:30-11:45 h
11:45 - 12:00 h
12:00-12:15h
12:15-12:30h
12:30-14:30 h

Inscripcion de participantes

Inauguracion XVII Congreso de la Sociedad Chilena de
Fitopatologia

Café

Presidente: Gaston Apablaza
Secretaria: Laura B6hm

S1-1 “Determinacion de la poblacion de nematodos asociada a
diferentes patrones de Fitis bajo dos condiciones de suelo en la
zona central de Chile”

Fajardo P.. Aballay E. y Casanova M.

S1-2 “Uso de aceites minerales en el control de Oidio de la vid
Uncinula necator (Schwein)”

Sanchez F. y Riveros F.

$1-3 “Comportamiento de dos aceites minerales aplicados post
infeccion de Uncinula necator”

Riveros F.

S1-4 “Cancrosis y muerte regresiva en ramillas de arandano.
(Faccinium spp.)"
Espinoza J.G.. Bricefio E.X., Chdvez E. y Latorre B.A.

§1-5 “Control biologico de Rhizactonia solani (Kithn) en tomates

con mutantes de Trichoderma harzianum (Rifai)”
Montealegre J., Valderrama L., Sanchez S., Herrera R., Perez
L.M. y Besoain X..

S1-6 “Concentracién de anhidrido sulfuroso en cajas con
diferentes generadores y condiciones de embalaje y su efecto en
el control de la pudricion gris en uva de mesa”™

Henriguez J.L., Alarcon P. y Pinochet S.

Almuerzo

no
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1

NV CONGRES

CUARTA SESION

14:00 - 14:15 h

14:15-14:30 h

14:30 - 14:45 h
14:45 - 15:00 h
15:00-15:15h
15:15-15:30 h
15:30 - 16:30 h
16:30 - 17:30 h
QUINTA SESION
17:30 - 17:45 h

Ly SO 1 10N
cepcion-Chite, Nan

Presidente: Ricardo Madariaga
Secretaria: Paulina Sepilveda

S4-1 “Enfermedad de la Vena Ancha en lechuga: relacion entre
intensidad de sintomas'y acumulacion de proteinas y RNAs
virales”

Arava C., Roman L., Pefia E., Mora R. y Rosales, M.

84-2 “Identificacion de Gaeumannomyces graminis var. avenae
(E. M. Tumner) Dennis un nuevo patégeno de avena en Chile"
Gutierrez M., Asenjo C., Oyarzo O. y Pefia P.

§4-3 “Efectividad de distintos fungicidas recomendados para el
control de la mancha foliar o septoriosis (Mycosphaerella
graminicola [Fuckel] Schroeter) de la hoja del trigo en Chile"
Andrade O. y Contreras E.

S4-4 “Deteccion de Erysiphe cichoracearum (D.C.) y Alternaria
alternata (Fries) en el cultivo de achicoria (Cichorium intybus
var. sativum) en Chile.”

Almarza M., Riegel R., Andrade N. y Arismendi N.

84-5 “Control de la mancha café en alcachofas™
Sepiilveda P., Blanco C. y Rebufel P. 5
§4-6 “Desinfeccion de semilla de maiz con tres fungicidas para
el control de Fusarium moniliforme™

Apablaza G. y Silva J.
Café — SESION DE POSTER

Seminario 2

“Patégenos para el control biolégico de malezas™
Nick Waipara

Landscare Research, New Zealand

Moderador: Ximena Besoain

Presidente: Claudio Sandoval
Secretario: German Sepuilveda

85-1 “Comportamiento e identificacion genémica de Borrvtis
cinerea aislada de esclerocios de sarmientos v frutos de vides
provenientes de distintas zonas geogréficas de chile”

Pinilla B. y Corvalén C.

17:45 - 18:00 h
18:00 - 18:15 h
18:15-18:30 h
18:30 - 18:45 h
18:45 - 19:00 h
19:00 - 19:45 h
20:30h

LI TE PO T W T bt

‘ LA TOQLEW ] &
Concepeton-t ile.

S$5-2 “Identificacion genética de las variedades de Botrvris
cinerea que atacan a la frutilla: Fragaria chiloensis v Frazar
X gnanassa.”

Valdeés J. Lavandero B., Brevis P. y Caligari P.D.S,

§5-3 “Control preventivo de la pudricién "Ojo de Buey" en
manzanas cv. Pink Lady, mediante aplicaciones de un fertilizan
foliar y fungicidas inérganicos”

Pinilla B. y Lolas M.

$5-4 “Evaluaciones y validacion del comportamiento de
portainjertos de vid a diferentes poblaciones de nematodos
fitoparasitos en plantaciones comerciales de mas de tres afios’
Escobar M. y Aballay E.

55-5 “Evaluacion de la eficacia de cepas nativas del hongo
biocontrolador Trichoderma spp. en la disminucion de la severid:
de la enfermedad Muerte de Brazos y en la estimulacion del
crecimiento en kiwi”

Lolas M., Donoso E.. Mufioz C., Sandoval C. y Diaz J.

§5-6 “Sensibilidad de diez cepas de Clavibacter michigenes
subsp. michiganensis a kasugamicina”

Besoain X. y Chahuéan J.P.

Reunién SOCHIFIT

Cena de Camaraderia

JUEVES 29 DE NOVIEMBRE

SEXTA SESION

09:00-09:15h

09:15-09:30 h

09:30 -09:45 h

Presidenta: Ivette Acufia
Secretaria: Rosa Arancibia

S6-1 “Enfermedad de la Vena Ancha de la lechuga: estudios ¢
incidencia, variacion en la expresion de sintomas y herramienta
para su diagndstico y control™

Rosales M., Araya C., Romén L., Pefia E., Mora R., Salazar F
y Aljaro A.

§6-2 “Expresion de genes en hojas de Fragaria chiloensis e
respuesta a la infeccion de Bowryiis cinerea™
Gonzéalez G.R. Sandoval C., Moya M., Herrera R.

$6-3 “Sensibilidad in virro de cinco fungicidas y su efecto sobi
los agentes causales de pudricion del racimo en uva de mesa™
Besoain X., Mora G., Salgado E. y Sanchez F.
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FORMULARIO DE INSCRIPCION
DE TRABAJOS

XVIl CONGRESO DE LA SOCIEDAD CHILENA DE FITOPATOLOGIA
27 AL 30 DE NOVIEMBRE DE 2007
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES - UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

Resumen de Trabajo

“ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS FITOPLASMAS QUE AFECTAN LA
VID (VITIS SPP.) EN CHILE”

“Epidemiological aspects concerning phytoplasmas infecting Chilean grapevine (Vitis
spp.)”

ALAN ZAMORANO, ANA MARIA PINO, SAMANTA PALTRINIERI', ALBERTO
CALARI', ASSUNTA BERTACCINI', ALBERTO ALMA?, JAIME
MONTEALEGRE, JAIME ARAYA, NICOLA FIORE

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronomicas. Av. Santa Rosa 11315, La Pintana,
Santiago de Chile. Teléfono: 9785726, Fax: 9785961. E-mail: nfiore@uchile.cl
'Universita di Bologna, DiSTA Patologia Vegetale, Bologna, Italia.

*Universita di Torino,DiVaPRA Entomologia e Zoologia applicate all’ Ambiente, Grugliasco,
Torino, Italia.

Las amarilleces de la vid en Chile actualmente estin asociadas a fitoplasmas
pertenecientes a los grupos ribosomales 16Srl-B, 16SrI-C (ambos del genero ‘Candidatus
Phytoplasma asteris’, 16SrVII-A (‘Ca. P. fraxini’) y 16SrXII-A (stolbur). La presencia de
estos patégenos en las plantas depende de la propagacion de material vegetal infectado y
la diseminacion natural ocurre por medio de diferentes especies de insectos vectores
auquenorrincos (langostinos). Con la finalidad de averiguar la presencia de langostinos en
los vifiedos chilenos y determinar su rol en la transmisién de fitoplasmas, se ha procedido
a la captura de individuos que han sido caracterizados y analizados para detectar
fitoplasmas. Se ha podido asi recolectar insectos pertenecientes a la subfamilia
Delthocephalinae (familia Cicadellidae) y a las familias Cixiidae y Delphacidae, todos
potenciales vectores de fitoplasmas. Varios insectos han resultados positivos a fitoplasmas
y el 16SrXII-A (madera negra) se encontrdé en individuos que, segin una primera
caracterizacion, pertenecerian a los géneros Macrosteles 6 Exitianus.

Proyecto FIA BIOT-BID-PI-C-2001-1-A-013

Los resumenes de los trabajos segun instrucciones y formulario adjuntos, deberan ser enviados
via correo electrénico (en linea) a congreso-fitopatologia@udec.cl; para mayor seguridad se
sugiere enviar ademas CD por correo certificado a nombre de Comisién Organizadora, XVII
Congreso Sociedad Chilena de Fitopatologia, Victoria 631, Cuidad Universitaria, Concepcion,
Chile.
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._._._mmn_m< November 13 among phytopiasmas and nests i Shigetou Namba & Lia Liefting i
300 Insect vector of phytaplasmas and their contral - an cE_mw.m . 1L:00 Behaviour and interaction of twe 'Candidatus Paolo Ermacora, M. Martini, :
Phyllis Weintraub - Volcani Agricultural Research Qrganization, Gilat Research 1r<~on_mm5m mali’ strains in artificial infections L. Carraro. F. Ferrini, N. Loi
Center, Israel ———— ————— = — : }
1h: m Effect of q_:m_.m:q strains of 'Candidatus Claudia Bisognin, AM. Ciccotti,
mEact of phyfopiasmas i h.d.:._u Weintraub & Michael Maixner Phytoplasma mali’ in susceptible and resistant A. Salvadori, M. Moser,

Mw = 1 LR, B ety — Malus nm:aJ_..mm inoculated by in vitro E.u:._:a MS mwmsno W :Ecmn:

f.m>:m:nuooro:mm;ouumwm:nu_mz;ouumq . . , -||I.l.,.-| ..ir J ‘
vectors of plant disease e i3 :. 30 Gene expression study in different ‘Candidatus M. Moser, C mu_.mnnm_.

o Ry e e ML SR o o Phytoplasma mali' - infected micropropagated C. Bisognin, R. Velasco,
10:00 . An infroduction to >.H_$=o_.3sﬂ._w _u...ﬁ.olmm_._._m vectors Iﬁnml Wilson, P.G. Weintraub Malus genotypes Wolfgang Jarausch
10:15 Search for the vector of Cape Saint Paul wilt R. Philippe, JP. Nkansah, S. Fabre, wis Ch ocically mediated Wntferact ;
{coconut lethal yellowing) in Ghana R Quaicoe, F. Pilet, Michel Dollet 4:45  Lhemo-ecologically mediated inferactions among Christoph L Mayer, A. Vilcinskas,
Candidatus Phytoplasma mali’, its vector Cacopsylla
10:30 Phytoplasma diseases and insect vectors in potatoes Joseph E. Munyaneza, picta, and their host plant Malus domestica J Gross
of the Pacific northwest of the United States JM. Crosslin, 1.-M. Lee

15:00 Production of polyclonal and monoclonal antibodies
specific against membrane proteins of 'Candidatus
Phytoplasma asteris’, chrysanthemum yellows isolate

Luciana Galetto, D. Bosco,
J. Fletcher, C. Marzachi |

10:45 Coffee break

rs of ph i Barbara Jarausch & Alberta Alma s
15:15 Effect of pear decline phytoplasma on gene V. Larginale, V. De Luca,
1:00 ‘Candidatus Phytoplasma prunorum': the expression in Catharanthus roseus C. Capasso, MR. Baldi, G. Maria,
phytoplasma status of Cacopsylla pruni from Renata Fialova, M. Navratil, M. Pastore, A. Bertaccini,
apricot orchards and from overwintering habitats P. Lauterer, V. Navrkalova L. Carraro, Antonio [apasso
in Moravia (Czech Republic) 15:30 Phytoplasma induced changes in gene expression Mogens Nicolaisen,
1115 Are there several biotypes of Cacopsylla pruni? Mcolas Sauvion, 0. Lachenaud, in poinsettia N. Meyn Christensen
G. Genson, J.-Y. Rasplus, G. Labanne
30 ‘Candidatus Phytoplasma mali: the current : ; 15:45 A secreted effector protein of AY-WB
i situation of m_._mﬁﬂ_u vectors in northwestern Italy RasEmanis: Tatescin, . Nima phytoplasma accumulates in nuclei and alters X ‘Bai. ‘A El-Desoik
- : gene expression of host plant cells, and is m, __.... x Hoaenh w
1145 .ﬁmnnb.uktm picid. 3% iath _aﬁ.m_ﬁm:— vector for Barbara Jarausch, A. Fuchs, detected in various fissues of the leafhopper ot iagrated |
Candidatus Phytoplasma mali’ in Germany and N. Schwind, G. Krczal, W. Jarausch Macrosteles quadrilineatus |

neighbouring regions |

12:00 Molecular tests to determine pear decline phytoplasma presence in psyllid 16:00 Coffee break
vectars from pear tree orchard in the Czech Republic - preliminary report |

Jana Kuceravd, L. Talicke, P. Lauterer, M Navratil, R. Fialovd interactions among phytoplasmas and hosts |l Alain Blanchard & Yaima Arocha ,
Survey of Cacopsylla pruni in different fruit free producing areas of Spain Federico ,
J. Sabaté, Amparo Lavida, A. Batile Pedrazzoli 16:15 Gene expression and enzymatic activity of J. Machenaud, R. Henri,
Acquisition capacities of the averwintering adults of the psyllid vectors of invertases and sucrose synthase in Spiroplasma M. c_mcuam-zga_._m.a. P. P..mn.ow. L
Candidatus Phytoplasma mali’ - Federico Pedrazzoli, V. Gualandri, F. Forno, citri or stolbur phytoplasma infected plants 1. Renaudin, Sandrine Eveillard
L. Mattedi, V. Malagnini, A Salvadari, G. Stoppa, C lariathi 5 30 Stolbur phytoplasma-infected Fomato showed B Fracros. it Hecrodid

1215 Occurrence and distribution of Scaphoideus tifanus in multiple outbreaks of alteration of SIDEF methylation status and m, - mm.m_“ h.w ma.Jcc.e.‘_ ilard
“flavescence dorée” in Serbia - Slobodan Krnjai, M Mitrowie, T. Cvrkevie, P deregulation of methyltransferase genes mmw.m % o RSB ENE ! f
J. Jovig, A Petrovic, V. Forte, £ Angelini, |. ToSevski \.«_..ﬂwi nxu_.mmmmo_,_ RN

, . B, . : olber — e

Scaphoideus titanus identified in Hungary - Z Dér, S. Keczor, B Zsolnai, 1. pm Double :._*mn:o: af ﬁman.ﬁm_,cm uzﬁou”wmam

Romina O'Amelio, {. Marzachi,
D. Bosco |

|. Ember, Mdria Kolber, A. Bert A, Al "
Ember, Mania; Kdlber. B, Bestacci, i/ asteris' and “flavescence dorée” phytoplasma in

1230 Lunch the vector Euscelidius variegatus
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Abstract

Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agronémicas, University of Chile

Extensive survey to detect and identify phytoplasmas associated with Chilean grapevines was performed from 2003 to 2005 sam-
pling symptomatic or asymptomatic grapevine plants. Nested PCR amplification allow the detection of phytoplasmas in 28 out of
90 samples. RFLP analyses identified phytoplasmas as belonging to ribosomal subgroups 16Srl-B, 168rl-C, 16SrVII-A and
165rXII-A. Cloning and sequencing of selected strains allow to detect genetic variability in 16SrXII-A strains.

Keywords: Phytoplasmas, grapevine yellows, nested-PCR., RFLP. sequencing.

Introduction

Grapevine (Vitis vinifera L.) is widely cultivated in
Chile and visual detection of yellows symptoms was
reported (Caudwell, 1988). More recently, plants with
symptoms of grapevine yellows (GY) in both table and
wine grape varieties were observed and preliminary
phytoplasma identification was reported (Gajardo et al.,
2003). Further studies carried out on selected phyto-
plasmas allow to verify the presence of genetic variabil-
ity in 16S ribosomal gene of Chilean grapevine strains
(Bertaccini et al., 2004).

To identify phytoplasmas present in symptomatic
and/or asymptomatic grapevines, surveys were intensi-
fied in five regions of Chile (Coquimbo, Valparaiso,
Metropolitana de Santiago, Libertador General Bernar-
do O’Higgins, Maule), where the main grapevine pro-
duction is concentrated.

Materials and methods

The optimal time-window to visualize yellows in Chile
is from the end of January to middle of May. Samples
from 90 symptomatic or asymptomatic grapevine plants
belonging to table grape: Autumn Royal, Thompson
Seedless, Crimson Seedless, and wine grape: Chardon-
nay, Petit Syrah, Syrah, Cabernet Sauvignon, Merlot,
Carménére were collected from summer 2003 to sum-
mer/fall 2005. Samples consist of branches with mature
leaves, from which both leaf mid-ribs and phloem were
quickly separated, tissues that are then immediately fro-
zen in liquid nitrogen and stored at -80 °C.

Total nucleic acids were extracted from 1 g of mixture
of main leaf midribs and phloem tissues (Prince er al.
1993), dissolved in Tris-EDTA pH 8 buffer, and main-
tained at 4 °C; 20 ng/ul of nucleic acid were used for
amplification.

After direct PCR with primer pair P1/P7, nested PCR
with R16F2n/R2 primers (Gundersen and Lee, 1996) or

F1/B6 (Duduk et al., 2004) was performed. Further
nested PCR were performed with R16()FI/R1 (Lee er
al., 1995) and 16R 557168 25, (Gibb er al., 1995) primer
pairs. PCR and nested PCR reactions were carried out
following published protocol (Schaff er al., 1992). Iden-
tification of detected phytoplasmas was done using
RFLP analyses on amplified ribosomal DNA fragments
with Trul, Rsal, Hhal, Tsp5091, Taql, Alul (Fermentas,
MBI, Vilnius, Lithuania) restriction enzymes.

Selected F1/B6, R16F2/R2 and R16(I)F1/R1 ampli-
cons from the diverse phytoplasmas identified after
RFLP analyses were purified using Concert Rapid PCR
Purification System (Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA). DNA fragments were ligated into T/A clon-
ing vector pTZ57R/T following the instructions of the
InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit (Fermentas,
MBI, Vilnius, Lithuania). Putative recombinant clones
were analysed by colony-PCR, sometimes in combina-
tion with the insert-specific primers. Amplicons ob-
tained from 5 colonies per cloned fragment were sub-
jected to RFLP analyses, as described above. Selected
fragments from cloned DNAs were sequenced in both
directions using the BIG DYE sequencing terminator kit
(PE Biosystems, Warrington, UK). The sequences were
then aligned with BLAST engine for local alignment
(version Blast N 2.2.12).

Results and discussion

Positive results were obtained only after nested amplifi-
cation on P1/P7. Among the 90 samples tested 28 re-
sulted infected by phytoplasmas. The RI6F2n/R2,
RI16(I)F1/R1 and/or 16R7s5/16S 23, nested PCR prod-
ucts were subjected to RFLP analysis that allow the as-
signment of phytoplasmas to different ribosomal sub-
groups: 16Srl-B (related to Aster yellows), 16St1-C (re-
lated to Clover Phyllody), 16SrVII-A (related to Ash
yellows) and 16SrXII-A (related to Stolbur). In particu-
lar 168rXII-A phytoplasmas were identified in 10 sam-
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Figure 1. RFLP profiles of phytoplasmas 16SrXII-A
from Chilean grapevines. Controls: 16SrXII-A; DIV,
Diplotaxis virescence (16Sr]-B).

ples, 16SrXII-A and 16Srl-B were present in mixed in-
fection in 1 sample, 16SrVII-A was detected in 8 sam-
ples, and mixed infection of 16Srl and VII-A (2 sam-
ples) and 16Srl-B and 16SrVII-A (1 sample), group
16Srl was also identified in 4 samples. A Chilean isolate
referred after RFLP to 16SrXII-A was sequenced and
deposited in GenBank (DQ177148).

In one further sample a Rsal variability in the RFLP
profile of R16(I)FI1/R1 was observed; molecular vari-
ability was also present in different cloned fragments
from the same PCR product. After RFLP with Rsal,
Hhal, Trul, and TspS5091, two molecular 16SrDNA vari-
ants were identified, revealing that the new profile was a
mixed population of two phytoplasmas named 16SrXII-
A%*a and 168rXII-A*b (figure 1). After sequencing both
phytoplasmas showed 98% of homology with phyto-
plasma AF248959 clone STOL11 (16SrXII-A). They
were submitted to GenBank with the accession code
AY739654 and AY739653. A last positive sample,
named 16SrXII-A**, collected in the same vineyard as
the previous one, showed Hhal and Rsal variability
(figure 1). Sequencing of relevant strains from ribo-
somal subgroup 16SrI-B (AY741532 and DQ177149)
and 16SrVII-A  (AY741531, DQI194355 and
DQ232752) showed respectively 99-100% homology
with 16Srl-B phytoplasma sequences world wide from
different hosts, and 97-99% similarity with Ash yellows
strains from USA, Colombia, Argentina and Brazil in
different hosts.

During the extensive survey performed no evidence of
“flavescence dorée” was verified; 16SrXI1I-A phyto-
plasmas are worldwide spread in viticultural areas there-
fore their detection in Chilean grapevine was not
unespected, however the presence of variability in the
165r gene was never reported before for this phyto-
plasma (Bertaccini er al, 2006). The finding of
165rVII-A phytoplasmas is new for grapevine while the
phytoplasma appear to be mainly detected in America

el
(Y
2

areas in different host species. The 16Srl-B and 16SrIC
phytoplasmas were already reported in some vineyards
in Italy where no clear relationship with symptoms was
determined. There is no evidence of epidemic spreading
of yellows symptoms in the surveyed vineyards, how-
ever survey to verify presence and identity of insect
vectors or potential vectors are in progress.
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SUMMARY

Grapevines from six Chilean regions were surveyed for virus diseases and tested for
the presence of the most important viruses. ELISA testing of 2535 samples and confirmatory
RT-PCR of some ELISA-negative samples from symptomatic and symptomless vines gave
the following infection rates: 6.36% for Grapevine fanleaf virus (GFLV); 4.67% for
Grapevine leafroll associated virus 1 (GLRaV-1); 16.05% for Grapevine leafroll associated
virus 2 (GLRaV-2); 6.41% for Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3); 0.26% for
Grapevine leafroll associated virus 7 (GLRaV-7); 14.99% for Grapevine fleck virus (GFkV);
5.57% for Grapevine virus A (GVA) and 0.78% for Grapevine virus B (GVB). Strawberry
latent ringspot virus (SLRSV) Tomato ringspot virus (ToRSV) and Arabis mosaic virus
(ArMV) were not detected. Overall infection in the surveyed Chilean grapevines, considering
ELISA and RT-PCR, was 32.35%. Virus infection ratio obtained from ELISA analysis in the
six regions, varied between 21.19% (Regién Metropolitana) and 74.26% (Coquimbo). RT-
PCR was used for detection of the Red Globe strain of GLRaV-2 and Grapevine rupestris
stem pitting associated virus (GRSPaV), and to confirm and extend ELISA results. GVB,
GFkV, GRSPaV, GLRaV-2 RG and GLRaV-7 are new records for Chile.

Key words: Chile, Grapevine viruses, detection, ELISA, RT-PCR.

In Chile, grapevines represent one of the most valuable crops, being extensively grown
between Atacama (III) and Maule (VII) regions (Fig.1). The main wine grape varieties are
Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménére, Chardonnay, Sauvignon blanc, Syrah and Pinot
noir, whereas the prevailing table grape cultivars are Thompson Seedless, Flame Seedless,
Red Globe, Crimson Seedless and Superior.

Between 2002 and 2007, a number of vineyards of different size were repeatedly
visited to assess their sanitary status, from austral hemisphere late spring until autumn
(October to May) in the following regions: Atacama (III) and Coquimbo (IV) in the north,
Valparaiso (V) and Metropolitana de Santiago (RM) in the center, Libertador General
Bernardo O’Higgins (VI) and Maule (VII) in the south of the country (Fig. 1).

A total of 2535 wine and table grape vines were sampled during the whole survey
period, their geographical position was established by the GPS system and the precise
coordinates of sampled plants within the vineyard were recorded to facilitate identification if
further sampling were required.

Samples were collected in autumn (April, May and June), primarily from vines that
showed virus symptoms but also from apparently symptomless plants. Phloem scrapings from
mature dormant canes were used for testing, to bypass the limits posed by the seasonal
variation of virus concentration (Kolber ef al., 1985; Monis and Bestwick, 1997).

Samples were tested for the presence of viruses previously reported from Chile, i.e.
Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll associated virus 1, 2 and 3 (GLRaV-1, -
2 and -3), Tomato ringspot virus (ToRSV), Grapevine virus A (GVA), Arabis mosaic virus
(AtMV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) (Cereceda and Auger, 1979; Auger et al.,
1994; Herrera and Madariaga, 1994, 2001; Herrera, 1996) and for viruses hitherto unrecorded
in the country, i.e. the Red Globe strain of GLRaV-2, [formerly Grapevine rootstock stem
lesion-associated virus (Uyemoto and Rowhani, 2001)], Grapevine fleck virus (GFkV),
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Grapevine virus B (GVB), and Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV).
In 2003 — 2004, Grapevine leafroll associated virus 7 (GLRaV-7) was included in the testing.

Not all samples were analyzed for all the above listed agents for, in certain cases, the
range of viruses to be tested for was suggested by the symptoms shown by the vines.

Detection of GLRaV-1, -2, -3, GFLV, GFkV, GVA, GVB, ToRSV and ArMV was by
ELISA (Clark and Adams, 1977) and complemented by RT-PCR, while detection of GRSPaV
and GLRaV-2-RG was exclusively by RT-PCR. GLRaV-7 was detected only by ELISA. Two
ELISA commercial kits were used: (i) Agritest (Valenzano, Bari, Italy), DAS-ELISA for
GLRaV-1, -2, -3, -7, GFLV, GVA, ArMV and DASI-ELISA for GFkV and GVB; (ii) Loewe
(Munchen, Germany), DAS-ELISA for ToRSV and SLRSV.

Testing was done following the manufacturers’ instructions except that the minimal
absorbance value considered for a positive reaction was two rather than three times that of the
healthy control. This limit was arbitrarily set to increase the chance of detecting mild
infections. Questionable and weak reactions were, in any case, verified by RT-PCR.

Total nucleic acids (TNA) extraction was by the silica capture method (MacKenzie et
al., 1997; Malinovski, 1997).

TNA aliquots were primed with DNA random hexanucleotides (Roche, Basel,
Switzerland) and reverse transcribed with Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (M-MLV RT, Promega, Madison, Wisconsin, USA). Target-specific primers
were C995r/H587f, H28/BBp and LC1/LC2 for GVA, GVB and GLRaV-3, respectively
(Minafra and Hadidi, 1992); C3310/H2999 and C867/H428 for GFLV and ArMV
(MacKenzie et al. 1997) ; V2dCPr1/V2dCPf2 for GLRaV-2 (Bertazzon and Angelini, 2004);
GFkV-L630/GFkV-U279 for GFkV (Shi et al., 2000); ToRSV-C/ToRSV-H for ToRSV
(Griesbach et al., 1995); 49d/48d for GRSPaV (Zhang et al., 1998) and RGHSP777-
R/RGJSP227-F for GLRaV-2-RG (Rowhani et al., 2000).

To improve detection of GLRaV-1, the primers described by Habili ef al. (1997) were
modified based on the CP sequence of GenBank accession AF195822 (Fazeli and Rezaian,
2000), divergent nucleotides are at positions in bold/underlined: LR-1R— 5°-
GTTACGGCCTTTTGTTTACTATGG - 3° antisense and LR-1F - 5°-
CGACCCCTTTATTGTTTGAGTACG - 3’ sense primers.

Positive controls for ELISA and RT-PCR were fresh grapevine cortical scrapings or
lyophilized leaf tissues from infected plants.

During this survey, virus symptoms were frequently seen in most of the vineyards.
GFLV-infected vines were less vigorous than normal, showed distorted and mottled leaves,
poor fruit setting and irregular ripening and reduced size of the berries. Leafroll symptoms
were frequent, especially in red-berried varieties, whereas, despite of the presence of GVA,
GVB and GRSPaV, symptoms of rugose wood were rare, likely because most of the old
Chilean vineyards are established with self-rooted plants. Typical vein necrosis symptoms,
observed on the rootstock 110R, were associated with the presence of GRSPaV.

Graft incompatibility was observed in cv. Red Globe on 1103P infected by GLRaV-2-
RG.

Viruses detected by ELISA and their distribution and occurrence in the six regions
surveyed are presented in Table 1 and 2, respectively. Of 2535 ELISA-tested vines, 740 were
positive for at least one virus (29.19%). Results of RT-PCR assays are in Table 3 which,
however, does not include the outcome of a number of tests that confirmed consistently the
presence of GFLV, GLRaV-1, -2, -3, GVA, GFkV and GVB in ELISA-positive samples.

Of the three nepoviruses (GFLV, ArMV, ToRSV) looked for, GFLV had an average
infection rate of 6.08% (Tab. 1). This virus occurred in all regions surveyed (Tab. 2) with a
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prevalence in the Region Metropolitana de Santiago, where the highest infections rate was
detected (9.27%), followed by Coquimbo (7.35%), then, in decreasing order, by Atacama
(5.00%), Valparaiso (4.37%), Libertador General Bernardo O’Higgins (3.27%) and Maule
(1.05%). The wide distribution of this virus probably reflects both the frequent soil infestation
by Xiphinema index in all viticultural areas of the country (Aballay ef al., 1998) and the high
GFLV inoculum reservoir represented by the traditional vineyards from the Central Zone.
GFLV was detected in X. index by RT-PCR in Regién Metropolitana (data not shown).

Because of the previously reported presence in Chile of ToRSV in grapevines and of
X. americanum sensu lato (Lamberti et al., 1988; Aballay et al., 2001; Insunza ef al., 2001) a
substantial presence of this virus was expected. This, however, was not the case, for only
seven samples gave a weak and questionable ELISA reaction, which was not confirmed by
RT-PCR. Furthermore, 213 samples ELISA-negative for TORSV remained negative in RT-
PCR assays (Tab. 3). Since these results did not confirm those of previous investigations
(Herrera and Madariaga, 2001), the seven samples weakly ELISA-positive for TORSV were
re-assayed several times by ELISA and RT-PCR in different seasons, proving consistently
free from this virus. This was taken as convincing evidence that no TORSV was present in any
of the 908 vines examined for this virus in our survey.

A comparable situation was encountered with ArMV, for only 2 of 775 vines tested by
ELISA gave a reading close to the minimal level of absorbance value considered in this work,
but the presence of this virus was not confirmed by RT-PCR, and it was not found in further
156 samples ELISA-negative for AtMV. It is therefore plausible to conclude that ArMV does
not represent a problem for the Chilean grapevine industry, also because its nematode vector
Xiphinema diversicaudatum, does not seem to occur in the country (Gonzales, 1970, 1984;
Magunacelaya, 1996).

No evidence was obtained for the presence of the sadwavirus SLRSV, another .X.
diversicaudatum - transmitted pathogen, in any of the 360 vines assayed by ELISA.

ELISA detection of GLRaV-2 was 14.84%. RT-PCR was performed on 194 ELISA-
negative samples, using universal GLRaV-2 primer set (Bertazzon and Angelini, 2004) and
more than 15% were successfully amplified (Tab. 3).

As to the distribution of GLRaV-2 in the territory (Tab. 2), the highest infection level
was found in Coquimbo (43.38%) followed by Atacama (32.5%), Valparaiso (27.37%),
Maule (20.22%), Libertador General Bernardo O’Higgins (9.72%) and Region Metropolitana
(9.49%).

Infections by GFkV accounted for 14.37% (Tab.1), with a prevalence in Coquimbo
(35.29%), followed by Maule (22.47%), Valparaiso (21.58%), Libertador General Bernardo
O’Higgins (15.89%), Atacama (11.54%) and Region Metropolitana (7.91%).

GVA showed a moderate level of infection (5.08%) in the whole territory, its
incidence being high in Coquimbo (25%), moderate in Atacama, Valparaiso and Maule (10,
9.97 and 8.99%, respectively) and little significant in Libertador General Bernardo O’Higgins
(3.22%) and Region Metropolitana (1.31%).

A relatively low level of global infection by GLRaV-3 (6.17%) and GLRaV-1 (4.08%)
was detected by serology. Coquimbo was the region with the highest infection levels (13.97
for GLRaV-3 and 12.50% for GLRaV-1) followed by Maule (8.99 for GLRaV-3 and 7.86%
for GLRaV-1). Other regions had lower infection levels, not exceeding 8.38% (GLRaV-3)
and 6.98% (GLRaV-1) (Tab. 2).

The single plant infected by GLRaV-7 out of 387 tested was in Coquimbo. This is not
a surprising finding, for this virus is relatively rare being more common in eastern than in
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western Mediterranean (Digiaro er al, 1999) and was only recently recorded from a few
varieties in California (Morales and Monis, 2007).

A low number of plants infected by GVB were detected by ELISA, the global
infection level being 0.72%, a figure confirmed by RT-PCR, since only one positive was
found out of 129 ELISA-negative samples. GVB highest level of infection (4.41%) was in
Coquimbo (Tab. 2).

As shown in Tab. 4, GRSPaV was detected in 57 of 236 vines (24.15%). Infections by
GRSPaV in Chile most probably originate from propagating material because no natural
vector is known, and the experimentally proven presence of the virus in the pollen of Vitis
rupestris plants and its transmission through seeds (Rowhani et al., 2000; Lima et al., 2006)
may not be significant in V. vinifera. GRSPaV alone induces mild or no rugose wood
symptoms and some of its strains are latent in V. rupestris (Meng et al., 1998). Mixed
infection with other viruses (e.g. GVA) may be required for rugose wood symptoms to occur
(Bonfiglioli ef al., 1998). This means that vines latently infected by GRSPaV may develop the
disease if other viruses are transmitted via grafting or vectors (Gribaudo er al., 2006).

To assay for GLRaV-2-RG specific primers were used, since no serological
discrimination from GLRaV-2 type strain (GLRaV-2-TS) is possible. Of 72 samples positive
for GLRaV-2-TS by ELISA, 13 proved to be GLRaV-2-RG, and of 108 samples ELISA-
negative for GLRaV-2-TS, seven were positive for GLRaV-2-RG (Tab. 4). In four samples,
both GLRaV-2 variants were present, indicating that mixed field infections are possible, but
not frequent.

GLRaV-2-TS and its variant GLRaV-2-RG were shown to be responsible of graft-
incompatibility in grapevines (Greif ef al., 1995; Uyemoto et al., 2001), as determined by the
type of rootstock (Pirolo et al., 2006). Rootstocks are normally used nowadays in Chile,
especially for replants, which makes certification of rootstocks, in addition to scions, of
paramount importance to prevent young vine decline problems in new plantings.

A severe disease condition was recently observed in Chilean vineyards of cv. Crimson
Seedless, whose bunches were unmarketable because of the pale color and low sugar content.
It was ascertained that diseased vines were infected by GLRaV-1, -2 and -3 (Digiaro ef al.,
2006). Further examples of mixed infections were registered in the course of the present
survey, the most frequent association being between GLRaV-2 and GFkV. However,
combinations of two, three, four and even five different viruses were found, involving
practically all detected viruses.

The highest level of infection of Chilean vines was by GLRaV-2, closely followed by
GFkV. Since both viruses are disseminated by propagating material (Martelli and Boudon
Padieu, 2006), their widespread occurrence is taken as an indication that grape nurseries are
not producing plants free from these viruses. A similar conclusion may be drawn with
reference to GLRaV-1. GLRaV-3, GVA and GVB, whose primary inoculum originates from
commercial stocks, but whose subsequent spread at a site is likely to be mediated by
pseudococcid mealybugs like Pseudococcus viburni, Ps. longispinus and Planococcus ficus
(Martelli and Boudon Padieu, 2006), which are known to occur in Chile (Gonzales and
Volosky, 2006).

In conclusion, this survey has determined that seven viruses, i.e. GFLV, GLRaV-1, -2,
-3, GVA, GFkV and GRSPaV, are most frequent in Chilean grapevines. All these viruses
should be taken into consideration if a national certification program for the production and
marketing of sanitarily improved grapevine propagative material will be implemented, as it
appears highly desirable. GVB, although less represented in the field, is no less dangerous
than the other viruses. Thus, its addition to the proscription list is recommended.
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Caption to the figure

Fig. 1. Map of Chile showing the regions where grapevines were surveyed for the presence of
the most economically important viruses. I1I: Regién Atacama; IV: Region Coquimbo; V:
Regién Valparaiso; VI: Region Libertador General Bernardo O’Higgins; VII: Region Maule;
RM: Region Metropolitana.
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Table 1. Results of virus testing by ELISA

Virus® Samples Positive Positive
tested samples samples
(No.) (No.) (7o)
GFLV 2171 132 6.08
GLRaV-1 2181 89 4.08
GLRaV-2 2479 368 14.84
GLRaV-3 2170 134 6.17
GLRaV-7 387 1 0.26
GFkV 2254 324 14.37
GVA 2261 115 5.08
GVB 2064 15 0.72
ToRSV 908 0 0
ArMV 775 0 0
SLRSV 360 0 0
Overall
infection 2535 740 29.19

* GFLV = Grapevine fanleaf virus; GLRaV-1 to -7 = Grapevine
leafroll associated viruses; GFkV = Grapevine fleck virus;
GVA = Grapevine virus A; GVB = Grapevine virus B :

ToRSV = Tomato ringspot virus; AtMV = Arabis mosaic virus:
SLRSV = Strawberry latent ringspot virus.
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Table 3. RT-PCR results of ELISA-negative samples.

Virus Tested samples Positive samples
(No.) (No.)

GFLV 45 6
GLRaV-1 27 13
GLRaV-2 194 30
GLRaV-3 20 5
GFkV 91 14
GVA 154 11
GVB 129 1
ToRSV 220 0
ArMV 158 0
SLRSV n.t. n.t.

n.t.= not tested
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) 390
) 391

) 392 Table 4. RT-PCR results of the assay for GLRaV-2-RG and GRSPaV.
3

) Virus * Tested samples Positive samples
) (No.) (No.)
)
3 GLRaV-2-RG 180 20
GRSPaV 236 57
)
) 303

D394 "GRSPaV = Grapevine rupestris stem pitting associated virus;
) 395 GLRaV-2-RG = Grapevine leafroll associated virus 2, Red Globe strain.
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ANEXO 1.1:

FICHA DATOS PERSONALES

Ficha Representantes L.egales

Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Representante legal del Agente postulante o Ejecutor.

Nombres

Luis Antonio

Apellido Paterno

Lizana

Apellido Materno

Malinconi

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o

Universidad de Chile. Facultad de Ciencias

Institucion donde trabaja Agronémicas
RUT de la Organizacion '
Tipo de Organizacion Piblica |X |Privada |

Cargo o actividad que
desarrolla en ella

Decano Facultad de Ciencias Agronémica, Universidad De
Chile

Direccion (laboral)

Avenida Santa Rosa 11315, La Pintana

Pais Chile

Regién Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago

Fono 9785753

Fax 9417055

Celular

Email agrodec@uchile.cl
Web www. uchile.cl
Género Masculino |X |Femenino
Etnia (B) Sin clasificar
Tipo (C) Profesional
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Viiia Santa Rita S.A.

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Representante legal del Agente Asociado

Nombres Anibal

Apellido Paterno Ariztia

Apellido Materno Reyes

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o Vifia Santa Rita S.A.

Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacién Puablica | |Privada X

Cargo o actividad que desarrolla
en ella

Gerente general

Direccion (laboral) Avenida Apoquindo 3669 o. f601
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Las Condes, Santiago

Fono (2) 3622000

Fax

Celular

Email

Web

Género Masculino |X [Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C)
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Viiiedos Emiliana S.A.

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Representante legal del Agente Asociado.

Nombres Karel
Apellido Paterno Havliczek
Apellido Materno Paci_

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o
Institucién donde trabaja

Vifnedos Emiliana S.A.

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion

Piblica |  |Privada

Cargo o actividad que
desarrolla en ella

Gerente de Operaciones

Direccién (laboral)

Av.Nueva Tajamar 481, oficina 702. Las Condes

Pais Chile

Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago

Fono 3539130

Fax 2036936

Celular ——

Email karelh@emiliana.cl
Web www. emiliana.cl
Género Masculino [X [Femenino [
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C)
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Univiveros

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Representante legal de Agente Asociado.

Nombres Luis
Apellido Paterno Fernandez
Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

Sociedad Agricola Uniagri Copiapé LTDA. (Univiveros)

RUT de la Organizacién
Tipo de Organizacion Publica | |Privada [ X
Cargo o actividad que desarrolla en | Gerente General

ella

Direccion (laboral)

Av. 18 de Septiembre 6578, Fundo San Miguel

Pais Chile

| Regi6n Metropolitana

Ciudad o0 Comuna Paine

Fono 824 13 40

Fax

Celular

Email Ifernandez@univiveros.cl
Web

Género Masculino | X | Femenino |
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (€)
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Ficha Coordinadores y Equipo Técnico

Coordinador

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Coordinador Principal

Nombres

Jaime, Rolando

Apellido Paterno

Montealegre

Apellido Materno

Andrade

RUT Personal

Nombre de la Organizaciéon o

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas

Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion Pablica |X |Privada |
Cargo o actividad que Profesor asociado

desarrolla en ella

Profesion Ingeniero Agrénomo

Especialidad Fitopatologia

Direccion (laboral) Avenida Santa Rosa, 11315, La Pintana
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 9785714

Fax 9785812

Celular 09-4894891

E-mail jmonteal@uchile.cl

Web www.uchile.cl

Género Masculino | X |Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Coordinador Alterno

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Coordinador alterno

Nombres Erwin
Apellido Paterno Aballay
Apellido Materno Espinoza

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion

Piblica [X |Privada

Cargo o actividad que
desarrolla en ella

Profesor asistente

Profesion Ingeniero Agrénomo

Especialidad Nematologia

Direccion (laboral) Avenida Santa Rosa, 11315, La Pintana
Pais Chile

Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 9785821

Fax 9785821

Celular 09-4346229

E-mail eaballay@uchile.cl

Web www.uchile.cl

Género Masculino |X |Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Equipo técnico

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Jaime
Apellido Paterno Araya
Apellido Materno Clericus

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o
Institucion donde trabaja

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion Piblica |X [Privada |
Cargo o actividad que Profesor titular

desarrolla en ella

Profesion Ingeniero Agrénomo

Especialidad Entomologia

Direccion (laboral) Avenida Santa Rosa, 11315, La Pintana
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 9785714

Fax 9785812

Celular

E-mail jearaya@uchile.cl

Web www.uchile.cl

Género Masculino |X |Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Nicola

Apellido Paterno Fiore

Apellido Materno —

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o e

Institucién donde trabaja

RUT de la Organizacion —

Tipo de Organizacién Piiblica | |Privada
Cargo o actividad que R

desarrolla en ella

Profesion Ingeniero Agrénomo

Especialidad Fitopatologia

Direccién (laboral) Avenida Lynch Norte 725. La Reina
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 2775991

Fax

Celular 09-9176519

E-mail nicolafiore_2000cl@yahoo.com
Web B ——

Género Masculino |X [Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Ana Maria

Apellido Paterno Pino

Apellido Materno Elgueta

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o meemnann

Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacién Piblica | |Privada [ X

Cargo o actividad que
desarrolla en ella

Profesién Ingeniero en Alimentos

Especialidad R ——

Direccion (laboral) Doctor Ramén Corbalan 49. Departamento 106.Santiago
Pais Chile

| Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 2472081

Fax -

Celular 09-8240132

E-mail ampe@latinmail.com

Web Diagnéstico molecular

Género Masculino | |Femenino [X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Assunta

Apellido Paterno Bertaccini

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o Universidad de Bologna
Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacién Piiblica |X [Privada
Cargo o actividad que Profesora

desarrolla en ella

Profesion Bidloga

Especialidad Fitopatologia

Direccion (laboral) Viale Fanin 46

Pais Italia

Regién Emilia Romagna
Ciudad o Comuna Bologna

Fono

Fax

Celular e

E-mail —

Web —

Género Masculino | |Femenino | X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional

83




Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres

Alberto

Apellido Paterno

Alma

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o
Institucién donde trabaja

Universidad de Torino

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacién Publica |X |Privada
Cargo o actividad que Profesor

desarrolla en ella

Profesion Ingeniero Agrénomo

Especialidad Entomélogo

Direccion (laboral) Via Leonardo da Vinci 44

Pais ltalia

Regién Piemonte

Ciudad o Comuna Grugliasco (Turin)

Fono

Fax e —

Celular ——

E-mail e —

Web

Género Masculino |X | Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Simona

Apellido Paterno Prodan

Apellido Materno —mmmme

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o e

Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacion Piblica | |Privada |
Cargo o actividad que

desarrolla en ella

Profesion Bioguimica

Especialidad Diagnéstico molecular
Direccion (laboral) Los Laureles 2505. Puente Alto
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 2656996

Fax

Celular e —

E-mail —

Web —

Género Masculino | |Femenino [X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Mauricio

Apellido Paterno Estrada

Apellido Materno Llanos

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o s

Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacién Piblica | |Privada
Cargo o actividad que e

desarrolla en ella

Profesién Técnico Agricola

Especialidad Manejo de invernadero

Direccion (laboral) Villa Real Audiencia. Calle 429 casa 1564. Pefialolén
Pais Chile

Regidén Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 2796139

Fax E—

Celular 09-9331566

E-mail m_estradall@yahoo.es

Web

Género Masculino |X |Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres

Fernando Javier

Apellido Paterno Reyes

Apellido Materno Badilla

RUT Personal

Profesion Licenciado en Ciencias de la Ingenieria
Especialidad Biotecnologia

Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Género Masculino |X |Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional

Tipo de actor en ¢l Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres

Carlos Christian

Apellido Paterno Valdivia

Apellido Materno Sepulveda

RUT Personal

Profesion Asesor Agricola
Especialidad Asistente de Laboratorio
Pais Chile

Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 7412191

Género Masculino |X | Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres

Pamela Roxana

Apellido Paterno Fernandez

Apellido Materno Soto

RUT Personal

Profesion Asesora de Microbiologia
Especialidad Técnicas de diagnéstico
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Género Masculino | | Femenino [ X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres Rodrigo Enrique

Apellido Paterno Reyes

Apellido Materno Vasquez

RUT Personal

Profesion Ingeniero Agrénomo
Especialidad Mantenimiento de material vegetal
Pais Chile
| Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 2670247

Celular 09-8659739

E-mail reyesrodrigo@latinmail.com
Género Masculino | X |[Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional

Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico
Nombres Carolina Del Pilar

Apellido Paterno Lagos

Apellido Materno Vasquez

RUT Personal

Profesién Técnico Agricola

Especialidad Apoyo en Laboratorio

Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 2264793

Género Masculino | |Femenino [X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Equipo técnico

Nombres

Jessica Isabel

Apellido Paterno Devia

Apellido Materno Parra

RUT Personal

Profesion Asesoria Agricola

Especialidad Apoyo en Laboratorio .Propagacién de plantas
Pais Chile

Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 5257255

Género Masculino | [Femenino | X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional

Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico
Nombres Andrea Del Carmen

Apellido Paterno Riveros

Apellido Materno Mora

RUT Personal

Profesién Técnico Agricola Generalista

Especialidad Apoyo en Laboratorio

Pais Chile

Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 8153874

Género Masculino | | Femenino [ X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Profesional
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FICHAS DATOS ORGANIZACION
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ANEXO 1.2 : FICHA DATOS ORGANIZACION

Ficha Agentes Postulantes y Asociados

Agente Postulante o ejecutor: Universidad de Chile, Facultad de Ciencias

Agronémicas

Tipo de actor en el Proyecto (D) Agente Postulante o Ejecutor

Nombre de la organizacion, Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas
institucion o empresa

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacién Piblica |X |Privada |
Direccion Avenida Santa Rosa 11315, La Pintana

Pais Chile

Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 9785916 — 6785726

Fax 9785916

E-mail agrodec@uchile.cl

Web www.uchile.cl

Tipo entidad (E) Universidades Nacionales

Agente asociado: Viiia Santa Rita S.A.

Tipo de actor en el Proyecto Agente Asociado
(D)

Nombre de la organizacion, Vifia Santa Rita S.A.
institucion o empresa

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacién Publica | |Privada [X
Direccion Avenida Apoquindo 3669 of.601

Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago, Las Condes

Fono (2) 3622000

Fax

Email

Web www.santarita.cl

Tipo entidad (E) Empresa productiva
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Agente asociado: Viiiedos Emiliana S.A.

Tipo de actor en el Proyecto (D)

Agente Asociado

Nombre de la organizacion,
institucion o empresa

Vifiedos Emiliana S.A

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizaci6n Piblica | |Privada X
Direccion Av. Nueva Tajamar 481. oficina 702, Las Condes

Pais Chile

Regién Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 3539130

Fax 2036936

Email amoya@emiliana.cl

Web www.emilianal.cl

Tipo entidad (E)

Vitivinicola

Agente asociado: Univiveros

Tipo de actor en el Proyecto (D)

Agente Asociado

Nombre de la organizacion,
institucion o empresa

Sociedad Agricola Uniagri Copiapé LTDA. (Univiveros)

RUT de la Organizaciéon

Tipo de Organizacion Piblica | |Privada | X
Direccion Av. 18 de Septiembre 6578, Fundo San Miguel

Pais Chile

 Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Paine

Fono 824 13 40

Fax

Email

Web

Tipo entidad (E)

Empresa productiva
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