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III. INFORME TECNICO

1. OBJETIVOS DEL 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 11 Recoleccion de material vegetal IV | 135 muestras | 63 muestras de
Region de planta planta 30.09.03
1 13 Recoleccion de material vegetal V y| 135 muestras | 215 muestras
Regioén Metropolitana de planta de plantas | 30.09.03
1 1.3 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 Determinacion de poblaciones de
nematodos fitéfagos vectores de virus| 135 muestras | 135 muestras | 31.12.03
Xiphinema index y X. americanum en de suelo de suelo
los suelos recolectados.
| 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 2.2 Desarrollo protocolo ELISA para los
siguientes virus en nematodos: GFLV, 2 virus 2 virus 30.04.04
ToRSV
i 2o Desarrollo protocolo de PCR para virus
y fitoplasmas, en vides: GFLV, ToRSV,
ArMV, GVA, GVB, SLRSV, GLRaV-1, 11 virus y 12 virus y 30.07.04
2, 3, GFkV, Grapevine rupestris stem| fitoplasmas fitoplasmas
pitting associated virus (GRSPaV), y
Fitoplasmas del amarillamiento de la vid
3 ) Amplificacion génica de patdgenos de
vid. 12 12 30.09.05
3 3.2 Secuenciacion génica 12 12 30.09.05
3 3.3 Comparacion de secuencias 2 virus y 1 2virusy 4
fitoplasmas fitoplasmas | 30.09.05
3 34 Bloque de plantas infectadas con| 2virusyl 2virusy2
patogenos 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 diagndstico| realizado realizado

de los 4 patégenos mas importantes
detectados en el estudio.




5. Recoleccion de langostinos. 450 insectos | 509 insectos | 30.11.07
5.2 Separacion de langostinos segun| 14 grupos 18 grupos 30.09.07
caracteristica morfologicas.
5.3 Anélisis para fitoplasmas en| 400 analisis 438 analisis | 30.11.07
langostinos.
54 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, segiin caracteristicas
morfologicas.
6.3 Andlisis para fitoplasmas en plantas| 70 andlisis 89 analisis | 31.10.07
asociadas a las vides.
6.4 Caracterizacion 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.
7.1 Charlas técnicas 3 charlas 3 charlas 07.05.04
I Dia de Campo 2 dias de 2 dias de 27.01.04
campo campo
T3 Seminario Internacional 1 seminario 1 seminario | 06.04.05
7.4 Participacion a congresos nacionales e| 12 trabajos 19 trabajos | 17.11.05
internacionales con presentacion de
trabajos
7.5 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 resumenes de
presentaciones
a congresos




2. METODOLOGIA DEL PROYECTO

Para la realizacion de la actividad 2.1

Se desarrollaron los protocolos propuestos por la empresa Agritest Italia, que se anexaron
en “protocolos”.

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
“protocolos™.

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 protocolo Nested-
PCR). 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 utilizo la técnica de Nested-PCR.

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 protocolo Nested-PCR).
Para andlisis de fitoplasmas se utiliz6 la técnica de Nested-PCR.



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 VIl y 73 en la
region metropolitana (RM), por un total de 430.

El cuadro 1 con los detalles de este muestreo se encuentra en el anexo “cuadros”.

Recoleccion de suelo

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

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

Los detalles se encuentran en el cuadro 2.

Actividad 2.3

En el anexo “protocolos™ 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). Siemre en
el mismo anexo se encuentran los protocolos de RT-PCR para GFkV y de Nested-PCR para
la deteccion de fitoplasmas en vid y se incluyeron los protocolos de RT-PCR para GFLV,
GLRaV-3, GLRaV-1, ToRSV, ArMV y SLRV.

5.  ANALISIS ECONOMICO
Véase cuadro 18 y supuesto del analisis econémico en anexo.



IV. INFORME DE DIFUSION

Se hace referencia a las actividades 7.1, 7.2, 7.3,7.4,7.5y 7.6
Toda la informacion se encuentra en anexo “actividades de difusion”.

Organizacion realizacion de tres Charlas Técnicas

1. Primera charla técnica, en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de
Chile.

2. Segunda charla técnica, en el Campus Limari de la Universidad de La Serena.

Organizacion de un Seminario Internacional

Seminario Internacional del proyecto, cuyo titulo fue: “Situacion actual de la vid en
relacion a virus, viroides y fitoplasmas”. El evento se celebro en el centro de extension Los
Almendros, Camino La Piramide 5625, Huechuraba, Santiago, el 5 y 6 de abril 2005.

El evento se cofinancio a través del Programa de Captura y Difusion Tecnologica de FIA.

Organizacion de un Dia de Campo
Realizado en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile.

Participacion a Congresos Nacionales
1. Tres trabajos se presentaron al XII Congreso de la Sociedad Chilena de

Fitopatologia (SOCHIFIT)

Un trabajo se present6 al 53° Congreso Agrondémico de Chile.

3. Un trabajo al XIII Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia (SOCHIFIT).

4. Dos trabajos presentados al XIV Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia
(SOCHIFIT).

5. Un trabajo presentado al XV Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatologia
(SOCHIFIT).

N

Participacion a Congresos Internacionales

1. 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.

2. Presentacion de un trabajo al IX Congreso Latinoamericano de Viticultura y Enologia,
celebrado en Santiago, Chile.

3. Presentacion de un trabajo al XII Congreso Latinoamericano de Fitopatologia (ALF)/I11
Taller de la Asociacion Argentina de Fitopat6logos, celebrado en Vila Carlos Paz, Cérdoba,
Argentina.

4. 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.



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 (20033. Survey on
Phytoplasmas identified in chilean grapevines. Extended Abstract of 14™ Meeting of
ICVG@G, 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.

4) A. Bertaccini, S. Paltrinieri, S. Botti, B. Duduk, N. Fiore, M. Kolber, D. Skoric, E.
Torres, M. Conti (2006). Diversity of 16SrXIl 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.

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).

Publicaciones nacionales

Resumenes

1) 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.

2) En la revista Simiente N° 72 de Julio-Diciembre 2002, se publicé el resimen del trabajo
presentado en 53° Congreso Agronémico 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.

3) 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.



4) 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,

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.

6) 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.

Articulos

1) En la Revista del Campo N° 1406 de El 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.

2) 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.
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SET OF DIAGNOSTIC KITS FOR 5 GRAPEVINE VIRUS
INSTRUCTIONS FOR USE
Introduction
The intended purpose of this set of five diagnostic kits is the detection in grapevine tissue of GFLV, GLRaV 1, GLRaV
3,GVA, and

GFKkV. This set has been primarily conceived to be employed in the certification progams for control of
fanleaf, leafroll, rugose wood complex (Kober stem grooving), and fleck.

Principle of the assay

The method for the detection of the five viruses is an Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) based on (i)
Double Antibody Sandwich (DAS) and (ii) Double Antibody Sandwich Indirect (DASI). The latter technique applies to
the GFkV kit. Signal develops by alkaline phosphatase activity.

Specificity

Each assay specificity refers to the following bibliography:

GFLV

»  Quacquarelli A, D. Gallitelli, V. Savino and G.P. Martelli, 1976. Properties of grapevine fanleaf virus. Journal of
General Virology 32, 349-360.

GLRaV 1 end GLRaV3

# Boscia D., Greif C., Gugerli P.. Martelli G.P., Walter B., and Gonsalves D., 1995. Nomenclature of grapevine leaf-
roll associated putative closterovirus. Vitis 34:171-175.

» Gugerli.P. 1991, Grapevine closterovirus, p.40-51. In I.C. Rumbos, R. Bovey, D. Gonsalves, W.B. Hewitt, and
G.P. Martelli (ed.), Proceedings of the 10™ Meeting of the International Council for the Study of Viruses and Virus
Diseases of the Grapevine (ICVG). Plant Protection Institute, P.O. Box 303. 38001 Volos, Greece.

GVA

» Boscia D, E. Aslouj, V. Elicio, V. Savino, M.A. Castellano and G.P. Martelli. 1992, Production,characterization
and use of monoclonal antibodies to grapevine virus A Archives of Virology 127, 184-194.

GFkV

» Boscia D., V. Elicio, V. Savino and G.P. Martelli, 1994. Production of monoclonal antibodies to grapevine fleck
virus. Plant Pathology 44, 160-163.

Assay quality control

The positive and the negative controls provided with each kit can be used as references (i) to verify that each assay was

carried out correctly, (ii) to check the activity of reagents as prepared for the assay, and (iii) to set the test threshold.

> Positive control consists of grapevine phloem tissue tested for GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3, GVA. and GFkV. The
presence of the viruses was ascertained by ELISA, indexing on Vitis indicators, and PCR.

# Negative control consists of grapevine phloem tissue tested for GFLV. GLRaV-1, GLRaV-3, GVA, and GFkV.
The absence of the viruses was ascertained as above.

Reconstitute freeze dried controls by adding distilled water. as stated on the label. When available, use vour fresh
positive control too. Process each control content as the samples.

Antigen extraction

Each kit is calibrated for testing grapevine phloem tissue. The antigen can also be detected in other tissues: GFLV in
leaf tissue; GFkV in young leaf tissue; GLRaV-1 and 3 in mature leaf or petiole tissue. Do not use leaf source of
American Vitis species and their hybrids to detect GLRaV. Antigen extractions are achieved by Tris-HCI buffer, pH 8.2.

esting time
leadlng of results is made afier adding the substrate whitin 30°~120". Follow the color development.
Storage of set components
All set components must be kept at 4°C. The set should be used within 9-12 months since the date of packaging. The
reagents are stored in glycerol .Reconstituted controls can be stored at -20°C and used no more than 2-3 times. When
GVA reagents are not used at once. please subdivide protein A per volumes ready to use and store them at =20,



Components provided with the set (see the label inside the set package)

Equipment and materials required but not supplied

» spectrophotometer, 405 filter, blank setting progran,

thermostatic chamber or thermostatically-controlied moist chamber.

manual or automatic device for rinsing wells,

micropipette with disposable tips ( 10, 100, 200 pl)

microtiter plates (recommended: MicroTest 111 U-bottom, Falcon Becton Dikinson Labware),
substrate p-nitrophenil phosphate (pNPP),

buffer solutions (coating, washing, extraction,conjugate. substrate).

VVVYVYY

Buffer preparation and volumes
Prepare buffer solution accor: ing to classical ELISA formulation. In general, buffer volume calculation refers to the

use of 20 ml/plate/step. In addition, consider that washing buffer volume is 60 ml/plate/washing step,while extraction
buffer volume depends on sample grind technique.

Sample preparation

It is recommended to prepare samples the day the assav begins. Grind plant tissue and dilute it in extraction buffer, p/V
)i e

Reagent preparation and dilutions

Antibody reagents must be prepared just before the assay development. Calculation of reagent volume, to be diluted in
the proper buffer, is based on (i) dilutions stated on the reagent label.

Example: dilution 1:500 dilute 40 pl in 20 ml buffer /plate
dilution 1:1000 dilute 20 pl in 20 ml buffer /plate
dilution 1:2000 dilute 10 pl in 20 ml buffer /plate

Plate lay-out

It is recommended to design the plate lay-out as follows:

»  positive control placed into two replicate wells per assay,

» negative control placed into two replicate wells per assay.

%> 2 blank wells per plate,

» each sample placed into two replicate wells.

The edge-wells can be used when a termostaticlly-controlled moist chamber is available.

Protocols (see the label inside the kit package)

Reading and interpretation of results
Blank the spectrophotometer with the blank and read the absorbance. ¥

The presence or the absence of virus is determined by relating the absorbance of the unknown samples to that of the

threshold value. Absorbance greater or lower than the threshold value are, respectively, positive or negative results.

The threshold can be determined as 3 times the mean absorbance value of the negative control.

The mean absorbance value of positive control should be at least equal to the threshold value. If not, the results should
be considered uncertain.

Precautions

[n order to obtain reliable results a strict observation of the instructions
recommended to

> check for quality of buffers (purity, contaminations, pH. etc...)

be accurate in dispensing, withdrawing and washing, steps

replace micropipette tips when different vials or samples are used
avoid substrate contamination by using clean labware

avoid using reagents remaining from other kit

and a skilful technique are required. It is

VVVVY
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SET OF DIAGNOSTIC KITS FOR 5 GRAPEVINE VIRUSES
PROTOCOLS

Each kit is used to carry out its ELISA protocol :

= DAS-ELISA protocol applies to GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3 assays,
= DAS-ELISA beginning with pre coating step, applies to GVA assay,
= DASI-ELISA protocol applies to GFkV assay.

It is reccommended to dedicate each ELISA plate to a specific protocol.
For any enquiry, contact Agritest : +39.80.8770 549 (fax) or +39.6. 589 7645 (ph/fax) ; 'm0 2o iriest 20

DAS-ELISA PROCEDURE

O 0. PRE COATING only for GVA ASSAY

dilute Protein A (red code) in coating buffer at the dilution stated on the label
dispense 200 ul per well
incubate 2 hr at 37°C

wash the plate 3 times with washing buffer , 3’ soaking each time

O 1. COATING ANTIBODIES

dilute specific antibody reagent (blue code) in coating buffer at the dilution stated on the label
dispense 200 pl per well

incubate 2 hr at 37°C or over night at 4°C

wash the plate 3 times with washing buffer, 3° soaking each time

Q 2. SAMPLE DISTRIBUTION
» prepare samples and controls as described in the instructions
» dispense 200 ul per well according to the designed plate lay-out
* incubate 2 hrat 37°C or over night at 4°C. For GVA assay, incubate over night at 4°C.
» wash the plate 3 times with washing buffer at room temperature, 3* soaking each time

O 3. CONJUGATE ANTIBODIES

dilute the specific conjugate antibody (green code) in conjugate buffer at the dilution stated on the label
dispense 200 pl per well
s incubate 2 hrat 37°C or over night at 4°C

» wash the wells 3 times with washing buffer at room temperature, 3' soaking each time.

QO 4. SUBSTRATE
dilute p-nitrophenil phosphate in substrate buffer at 1 mg/ml
¢ dispense 200 pl per well
* incubate at room temperature following signal development for 60°-120°

. RESULTS

5
»  read the absorbance of samples with a spectrophotometer at 405 nm, blank setting
* signal development can be stopped by dispensing 50 ul per well of sodium hydroxid; iM

NOTE: Please do not carry out more then one incubation over night



DASI-ELISA PROCEDURE

O 1. COATING ANTIBODIES

dilute specific antibody reagent (blue code) in coating buffer at the dilution stated on the label
dispense 200 pl per well
incubate 2 hr at 37°C or o.n. at 4°C

wash the plate 3 times with washing buffer, 3’ soaking each time

O 2. SAMPLE DISTRIBUTION

prepare samples and controls as described in the instructions

dispense 200 ul per well according to the designed plate lay-out
incubate 2 hr at 37°C or o.n. at 4°C

wash the plate 3 times with washing buffer at room temperature, 3’ soaking each time

U4 3. SPECIFIC ANTIBODIES

dilute the specific antibody reagent (white code) in conjugate buffer at the dilution stated on the label
dispense 200 ml per well

incubate 2 hr at 37°C or o.n. at 4°C
wash the wells 3 times with washing buffer at room temperature, 3' soaking each time.

O 4. CONJUGATE ANTIBODIES

dilute the conjugate antimouse (yellow code) in conjugate buffer at the dilution stated on the label
dispense 200 ul per well
incubate 2 hr at 37°C or o.n. at 4°C

wash the wells 3 times with washing buffer at room temperature, 3' soaking each time.

O 5. SUBSTRATE

dilute p-nitrophenil phosphate in substrate buffer at 1 mg/ml
dispense 200 pl per well
incubate at room temperature following signal development for 30°-60°

O 6. RESULTS

read the absorbance of samples with a spectrophotometer at 405 nm, blank setting
signal development can be stopped by dispensing 50 i per well of sodium hydroxide 3 M

NOTE: Please do not carrv out more then one incubation over night



RT-PCR

Extraccion desde plantas de acidos nucleicos totales

1.
i

Shvags

© %0~ o

12
13

14.

Macerar 0,2 g de tejido vegetal en 1 mL de tampdn de extraccion.

Recolectar todo en un tubo “eppendorf” y agregar 300 pL. de Sodio Lauril Sarkosil
(NaLS) al 10% y agitar por | minuto.

Incubar a 70°C por 10 minutos y al termino poner en hielo por 5 minutos.

Centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos.

Transferir 300 pL de sobrenadante en un nuevo “eppendorf” y agregar: 150 pL de
EtOH al 100%, 300 pL de Nal 6M y 50 pL de solucion de particulas de silice.

Agitar e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Centrifugar a 8.000 rpm por 1 minuto.

Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500 puL de tampén de lavado.
Repetir los pasos 7 y 8.

. Repetir el paso 7 y eliminar el sobrenadante.
11.

Resuspender el precipitado en 150 pL. de agua bidestilada estéril.

. Incubar a 70°C por 4 minutos en bafio termorregulado, después agitar.
. Centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos, y transferir el sobrenadante en un “eppendorf*

nuevo.
Guardar el acido nucleico total (TNA) a -20°C .

Sintesis de DNA complementario (¢cDNA) por medio de la Transcriptasa Reversa (RT)

1. Preparacion de la mezcla de RT para una muestra:

2

TNA b BT o8
Partidores al azar (0,5 pg/pul)* 1. pE
_Agua bidestilada estéril 75 pL
Tampon de RT 5X 10 upL
Mercaptoetanol 0,3 M S5 onl,
dNTPs (10 mM ) o ik
Agua bidestilada estéril 8 uL
Volumen final 49 uL

Poner el tubo “eppendorf” antes preparado a 95°C por 3 minutos en bafio
termorregulado.

3. Dejar a temperatura ambiente por 15 minutos.

4. Agregar | pul de la enzima M-MLV RT (200U/uL ).
5. Poner a 39°C por | hora en bafio termorregulado.

6. Guardar el cDNA obtenido a —20°C.



PCR

1. Preparacion de la mezcla de PCR para una muestra:

cDNA 5 ul
Taq buffer 10X 10 ul
MgCl; 25 mM S uL
dNTPs mix (10 mM) 2 pL
primer upstream (0,2 pg/pL) 2 uL
primer downstream 0,2 png/uL 2 ne
H,0 bd estéril 13,75 - k.
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 puL
Volumen total 100 pL
2. Ciclo de amplificacion en termocyclador
-pre-PCR X 3 minutos*
-PCR desnaturalizacion x 30 segundos**
apareamiento X 40 segundos**
extension x 54 segundos**
-extension final x 10 minutos*
-mantenimiento 16°C (o también a 4°C) x wo*

3. Partidores especifico utilizados en RT-PCR

Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2)

Primers: 1BA
2BA
Amplifica un producto de 820 bp.

Grapevine virus A (GVA)
Primers: H587

C995
Amplifica un producto de 432 bp.

Grapevine virus B (GVB)
Primers: H28

B/Bo
Amplifica un producto de 155 bp.

1x 40 CICLOS**



Grapevine rupestris stempitting-associated virus (GRSPaV))

Primers: 48d
49d
Amplifica un producto de 330 bp.

Grapevine rootstock stem lesion-associated virus (GRSLaV)

Primers: RGISP227
RGHSP777
Amplifica un producto de 551 bp.

Grapevine fleck virus (GFkV)
Primers: L630

U279
Amplifica un producto de 353 bp.

Grapevine fanleaf virus(GFLV)
Primers: H2999

C3310
Amplifica un producto de 312 bp.

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3)
Primers: LCI

L2
Amplifica un producto de 550 bp.

Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1)

Primers: Sefc 1
Sefc 2
Amplifican un producto de 275 bp.

Tomato ringspot virus (ToRSV)

Primers: Griesbach 1
Griesbach 2

Amplifican un producto de 449 bp.

Arabis mosaic virus (ArMV)
Primers: MacKenzie H428
MacKenzie C867

Amplifican un producto de 430 bp.



Strawberry latent ringspot virus (SLRS)
Primers PCR directo: Pantaleo SLRV-1

Pantaleo SLRV-2
Amplifican un producto de 525 bp.
Primers PCR “seminested™: Pantaleo SLRV-2
Pantaleo SLRV-nl
Amplifican un producto de 396 bp.

Preparacion tampones y soluciones

1. Tampo6n de extraccion

-Guanidine Thiocyanate 40M
-NaOAc pH 5,2 02M
-EDTA pH 8,0 25 mM
-KOAc pH 4,8 1M
-PVP-40 2,5%
-2-mercaptoetanol 1%

2. Nal (Sodium lodide) 6M
Pesar 0,75 g de Na,SOs (sodium sulfite) y agregar 40 mL de agua bd estéril. Después
afiadir 36 g de Nal.

3. Tampon de lavado

- Tris-HCI pH 7.5 10 mM
- EDTA pH 8,0 0,5 mM
- Etanol 100% 50%

15



EXTRACCION DNA DE FITOPLASMAS EN VID

Pulverizar en nitégeno liquido 1 o 2 gramos de venas;

Agregar 8 mL de tampén de extraccion y homogenizar la muestra;

Transferir 1 mL de extracto en eppendorf y vortexar;

Poner en bafio termorregulado a 65°C por 10 minutos;

Afiadir igual volumen (ImL) de cloroformo:isoamilalcohol (24:1), vortexar;
Centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos a 20°C;

Transferir la fase acuosa (500 puL) en nuevo eppendorf;

Anadir 150 pL de isopropanol frio y 150 pL. de EtOH (100%) frio, 600 ul de Nal 6M y
50 pL de silica;

9. Vortexar e incubar a T° ambiente per 10 minutos;

10. Centrifugar a 8000 rpm por |1 minuto;

1 1. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500 pL de Propanol wash;
12. Centrifugar a 8000 rpm por | minuto;

13. Repetir los puntos 11 y 12;

14. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500 pL de EtOH (100%);
15. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto y eliminar el sobrenadante;

16. Secar el precipitado a T° ambiente y resuspenderlo a 200 pL. de H,O bd estéril;
17. Incubar a 65°C en bafio termorregulado por 3 minutos;

18. Vortexar y centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos;

19. Recolectar el sobrenadante;

20. Hacer medicion con espectrofotometro;

21. Guardar a 4°C.

o A B

NESTED PCR PARA DETECCION DE FITOPLASMAS EN VID

PCR con partidores universales P1/P7
Primera Nested con partidores universales R16 F2/R2
Segunda Nested con partidores especificos para el grupol6Srl y 16SrXII: R16 (I) F1/R1

Mezcla de reaccion para PCR con P1/P7

Taq buffer 10X 3 uL
MgCl, (25 mM) 24 uL
dNTPs mix (10 mM) 2 uL
partidor forward (40 pM) 0o
partidor reverse (40uM) .5 4L
H>0O bd estéril 19,6 uL
Taq polymerase 1 ul
Volumen total 29 . pL

Preparar una diluision a 50 ng/pL de acido nucleico total y agregar 1 pL
a la mezcla de reaccion.



En cada tubo de reaccion el volumen final sera de 30 pL.

Mezcla de reaccion para Nested-PCR con R16 F2/R2 v R16 (I) F1/R1

Taq buffer 10X 3 ulL
MgCl; (25 mM) 24 L
dNTPs mix (10 mM) 2 pL
partidor forward (40 uM) | uL
partidor reverse (40uM) 1 ul
H>0 bd estéril 18,6 uL
Taqg polymerase 1 ul
Volumen total 290 4L

Preparar una dilusion a 1/30 del amplicon P1/P7 y agregar 1 pul

a la mezcla de reaccion para el Nested-PCR con los partidores R16 F2/R2.
Preparar una dilusion a 1/30 del amplicon R16 F2/R2 y agregar 1 puL

a la mezcla de reaccion para el Nested-PCR con los partidores R16 (1) F1/R1.
En cada tubo de reaccion el volumen final debera ser de 30 plL.

Ciclo de PCR (aplicable para las tres parejas de partidores)

Pre PCR 94°C x 2 minutos

desnaturalizacion 94°C x 1 minuto

apareamiento 50°C x 1 minutos 1x 35 CICLOS
extension 72°C x 3 minutos

extension final 72°C x 10 minutos

Partidores
R16 (I) F1/R1 amplifica un producto de 1100 par de bases (bp).

Preparacion gel de agarosa y corrida electroforética para la observacion de los
productos de amplificacion de virus fitoplasmas

1. Se prepara un gel al 1,2% de agarosa en TAE buffer.
2. La corrida electroforetica se hace en 100 Volts constantes.

4. Para tefiir el gel se utiliza Bromuro de Etidio (EB) 0,5 pg/ 1 ml de gel.
5. El gel se observa con un transiluminador.

1]



CUADROS



Cuadro N° 1. Identificacion y origen de las plantas marcadas

aee=l

M [410 v [84 RM [133 v [184 IV [228 VI [274RM [317 V [372 IV [821 RM [1005 VI
= [42 = |88 = 137 = [185 = [229 = 275 = [318 = 373 = [823 = 1006 =
= [43 = [86 = [138 IV [186 = [230 = [276 = [319 = 374 = 825 = [1007
= 4 = 87 = [139 = 187 = 231 = 277 = |321 = |375 = 840 VI 1008 =
45 = |88 140 = [188 232 = 278 = 322 = |629RM _[857 = [1010 =
6 46 = I89 = J141 = |189 233 = 279 = 324 = [630 = 882 = |1011 =
47 = [90 = [142 = [190 = |234 = 280 = 325 = 631 VI 887 = [1013 =
= [48 = [91 = [143 = 191 = 235 = 281 VII [326 = [632 = 901 = [1028 VI
9 = |51 = 92 = |145 = 192 = |[236 282 = [327 = 675 V. [906 = 1029 =
10 = |52 = |93 VvV 146 = [193 = 237 = [283 = [328 = 676 = [908 = [1032
P11 = 53 = 94 = 147 = [194 = [238 = [284 = [330 = 719 Vv [912 = [1033 =
12 = |55 = [95 = 148 = [195 VII 239 = 285 = [331 = 720 = [914 = [1034 =
333 = |s6 = |97 1499 = 197 = 240 = 286 = [332 = 724 V [916 = 1035 V
14 57 = 98 = [150 = [198 = 241 = [289 = [333 VI [758 RM [917 = [1036 =
P15 58 = [99 = 151 = [199 = 242 = 290 = [334 = |759 = 919 = [1037 =
16 59 = [100 = 152 = 200 = |243 = |291 337 = 1780 = 922 = [1039 =
17 = J60 = 102 = [153 = 201 = (244 = [292 = [338 = [782 925 = 1060 VI
18 V |61 = 103 = J154 = 202 = [245 = [294 V [339 = [783 = [928 = |1063 =
19 = J62 = [105 = 155 = [203 = [246 = [295 = 340 = |784 = [932 = L1 =
:20 63 = J108 = [156 = 204 = 247 = 296 = [341 = [785 936 = 1075 =
21 64 = 109 = 157 = 205 = 248 = [297 = [343 = |786 940 = |1081 =
§22 65 = 110 = |158 = [206 = [249 = |[298 344 = |787 944 = [1084 =
23 = |66 = 111 = [159 = 208 = [250 = [299 = [34SRM [788 948 = [1088 =
124 = |67 = 112 = 160 = 209 = [251 = 300 = 346 = [789 = Jos2 = [1115 =
25 = |68 = J113 = [161 = |210 = |253 301 = [347 = 790 = 956 = [1116 =
J26 = 69 = 114 = 162 = [211 = [254 = |302 = |348 792 = 959 = 1117 =
27 = |70 = 115 = J163 = [212 = 255 V [303 = |[349 794 VI 963 = 1118 =
*zs = 71 = 116 = [170 = 213 = [25¢ = [304 = |350 796 = 966 = |1119 =
29 = |2 = 118 = |11 = 214 = [257 = [365 = [3s1 798 = 970 = 1122 =
30 = [73 = [119 = 172 = [215 = [258 = [306 = [352 = 799 = 976 = [1123 =
:31 = |74 = [120 = 173 = 216 VI [260 = 307 = |356 VI [800 IV |978 =
32 = |75 = [121 = |174 = 217 = [262 = [308 = 357 = 801 = [981 =
P33 = [76 RM 122 = 176 = [218 = [263 = [309 = [360 = [802 = [984 =
34 = |77 = [123 = [177 = (219 = [264 = 310 = [362 = [g03 = 987 =
135 = |78 = J124 = [178 = 220 = 265 = 311 = |364RM [804 = [990
36 = |79 = [125 = [179 = 221 = [266 = 312 = [367 = [805 = [992 =
37 = I8 = [126 = [180 = [222 = [267 = [313 = 368 = |[806RM [995 =
:38 = |81 = [127 = [181 = 223 = [268 VI [314 = 369 = 808 = [999 =
39 = [82 = 130 = [182 = [224 = |272 = [315 = [370 1v [809 w1 |1001
J40 = 83 = 131 = 183 = 227 = 273 = (316 = [371 = 810 = |1003 =



iacosta
Rectángulo


Cuadro 2. Determinacion de poblaciones de nematodos fitofagos en suelo

Praiiia Resultac:o EtlaLISA Cantidad de nematll)do en 250 cm’ de
(Variedad — Regi6n) R pantas — T
el B i e | e
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. Pos. 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. Pos. 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. Pos. 0 35
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. Pos. 0 10
Syrah -VII Neg. Pos. 20 120
Syrah -VII Pos. Pos. 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 - 1V 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. 23 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
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 — VI Neg. Neg. 0 30
Thompson - IV Neg. Neg. 0 0
Red Globe - IV Neg. Neg. 0 0
Thompson - IV Neg. Neg. 0 0
Red Globe - IV 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 -V | Neg. Neg. 0 145
Sauvignon Blanc -V | Neg. Neg. 0 25
Sauvignon Blanc -V | 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 - IV Neg. Neg. 80 75
Black Seedless - IV Neg. Neg. 40 55
Crimson - IV Neg. Neg. 155 0
Red Globe -1V Neg. Neg. 105 40
Moscatel - IV Neg. Neg. 240 0
Red Globe - IV Neg. Neg. 150 30
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




Cuadro 18:
Evaluacion economica



Evaluacion econdomica

Vid de mesa
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La posibilidad de replantar con plantas de vid libres de 7 virus y fitoplasmas, permitiria
obtener mejores rendimientos en uva de mesa y vinos de alta calidad.

Algunas plantas afectadas por virus y fitoplasmas no presentan sintomas, pasando
inadvertidos o confundidos con otros factores. Los efectos estan asociados a
disminucion de rendimiento, menor crecimiento, irregularidades de coloraciéon de la
fruta, disminucién de calibre, retardos de madurez, baja concentracién de azicares,
deshidratacion de bayas, aumento de susceptibilidad a otros patogenos, efectos
sinérgicos con otros patdgenos, incompatibilidad patron-injerto y muerte de plantas. En
plantas asintomaticas la disminucién de la produccién puede llegar a un 5% por afio
(Golino, 1993). El control de estos patdgenos se basa en la prevencion de la infeccion
no existiendo métodos curativos realizables en el vifiedo.

En el ambito internacional, los datos relativos a las pérdidas de producto debidas a la
presencia de virus y fitoplasmas en vid, evidencian el riesgo para Chile en el caso que
estos patogenos se difundan sin control en el pais. En plantas sintomaticas la baja de
produccion se calcula entre 44 y 66% v la reduccion del contenido en azicar del 9 al
30%. Estos valores podrian conducir al colapso del sistema productivo, con graves
consecuencias sociales

Evaluacion econémica

Vid de mesa

Se considera 100 ha como superficie de plantacién y cada ha produce 2500 cajas.

La pérdida de 5% de produccion de uva en predios asintomaticos. La presencia de virus
en Chile es sobre el 25% (Fiore ef al., 2008).

El precio promedio de la caja de uva de 8.2 kilos es de US$10 y el valor del délar es de
$480

Se inicia el replante de 10 ha anuales en el tercer afio del proyecto.

Las hectéreas replantadas en el afio 3, comienzan a ser consideras productivas desde el
afio 6.

En el caso de situacion sin proyecto se considera que la nueva plantacion aumenta desde
el primer afio de produccién en el orden de 17% y que al tercer afio de produccion
comienza a bajar la productividad en un 5%, al igual que las ha antiguas.

En la situacion con proyecto, las plantas limpias de los 7 virus y fitoplasmas comienzan
a producir a los 3 afios y con un crecimiento de productividad del 20% y se considera un
escenario de baja expectativa si consideramos los rendimientos histéricos obtenidos en
Chile segun algunos productores en conversaciones personales.

Para los egresos se considera la replantacion habitual del 10% de las hectireas
plantadas, tanto en la situacion sin proyecto como aquella con proyecto. La diferencia se
debe a que las plantas limpias poseen un valor estimado de $950 contra el precio de
mercado ($700) de las plantas en bolsa que se distribuyen en la actualidad.

Los costos operacionales se anulan en el incremental por considerarse equivalente en las
dos situaciones base.

Vid para vinificacién

Se considera 100 ha como superficie de plantacién y cada ha produce 5.000 litros.

La pérdida de 2.5% de produccién de uva en predios asintomaticos. La presencia de
virus en Chile es sobre el 25% (Fiore et al., 2008).

El precio promedio del litro de mosto es de US$ 2 y el valor del dolar es de $480



Se inicia el replante de 10 ha anuales en el tercer afio del proyecto.

Las hectareas replantadas en el afio 3, comienzan a ser consideras productivas desde el
afio 6.

En el caso de situacion sin proyecto se considera que la nueva plantaciéon aumenta desde
el primer afio de produccién en el orden de 20 al 30% Vv que al tercer afio de produccién
comienza a bajar la productividad en un 2,5%, al igual que las ha antiguas.

En la situacion con proyecto, las plantas limpias de los 7 virus y fitoplasmas comienzan
a producir a los 3 afios y con un crecimiento de productividad del 30 al 40% v se
considera un escenario de baja expectativa si consideramos los rendimientos historicos
obtenidos en Chile.

Para los egresos se considera la replantacién habitual del 10% de las hectareas
plantadas, tanto en la situacion sin proyecto como aquella con proyecto. La diferencia se
debe a que las plantas limpias poseen un valor estimado de $550 contra el precio de
mercado ($300) de las plantas en bolsa que se distribuyen en la actualidad.

Los costos operacionales se anulan en el incremental por considerarse que es
equivalente en las dos situaciones base.

Comentarios

El escenario planteado de 10 afios de proyecto es el minimo va que el ciclo productivo
de vifiedos y parronales libres de virus y fitoplasmas puede sobrepasar los 25 afios.

Vid de mesa. No se considera que algunas plantaciones deben se arrancadas después de
cuatro afios porque no producen. También se han detectado plantaciones que en este
momento estan produciendo 1.100 cajas/ha. Existen otros problemas de coloracién y
acidez de las bayas y esas plantas deben ser arrancadas.

Vid para vinificacién. No se considera que algunas plantaciones deben se arrancadas
después de cuatro afios porque no producen. También se han detectado plantaciones que
en este momento estan produciendo 2.800 litros. Otro problema detectado es que hay
cuarteles con bayas deshidratadas y acidas que no son aptas para vinificacion
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS GOBIERNO DE CHILE
AGRONOMICAS FUNDACION PARA LA
s INNOVACION AGRARIA

MARIO SILVA G., Decano de la Facultad de Ciencias y Agronémicas de la Universidad de Chile, tiene el agrado de invitar a usted a
Darticipar en la Charla Técnica “Enfermedades Virales en Vid™, que se realizara el 31 de Jjulio de 2003, a las 9:30 horas, en Ia
ala Roberto Opazo de la Facultad de Ciencias Agronémicas, ubicada en Santa Rosa 11315, Santiago.

L3 actividad se enmarca en el proyecto denominado “Elaboracién de un sistema confiable

para la deteccién y caracterizacién de
virus y fitoplasmas que afectan a la vid", cédigo BIOT-01

-A-013, financiado por la Fundacién para la Innovacién Agraria (FIA).
Espero contar con su valiosa presencia, que dar4 realce a esta actividad.

Mayores informaciones y confirmacion, a los fonos: (2) 678 5815 - 678 5714 - 678 5817
Santiago, 1 de julio de 2003.
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LUGAR

Salon Auditérium

Facultad de Ciencias
Departamento de Agronomia

Universidad de La Serena. Campus Limari.

Avenida La Paz 1108. Ovalle.

VALOR INSCRIPCION
Sin costo.
Cupos limitados.

INSCRIPCIONES E INFORMACION
Consultas a: Sra. Ana Maria Pino
Facultad de Ciencias Agronémicas,
Universidad de Chile

Santa Rosa 11315, Santiago
Fono-Fax: 6785916

E-mail: anpino@uchile.cl

projects@uchile.cl

PARTICIPANTES

Ing. Agr. Nicola Fiore

Ing. Agr. Jaime R. Montealegre
Ing. Agr. M.Sc. Erwin Aballay

COORDINADORES
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
deteccion y caracterizacion de virus y fitoplasmas

que afectan a la vid”

COBIERNO DE CHILE

FUNDACION PARA LA
INNOVACION ACRARIA

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

CHARLA

“ENFERMEDADES EN VID:
VIRUS Y FITOPLASMAS”

7 de mayo de 2004

OVALLE, CHILE - 2004



16:00 - 16:10

16:10 - 16:30

16:30 - 17:20

PROGRAMA

Bienvenida y presentacion del
Proyecto “Elaboracion de un
sistema confiable para la deteccién
y caracterizacion de virus y
fitoplasmas que afectan a la vid".

Jaime R. Montealegre

¢Qué son los virus fitopatogenos y
los fitoplasmas?

Jaime R. Montealegre

Sintomas de las principales virosis
que afectan a la vid en Chile y
pérdidas que ellas producen.
Resultados y proyecciones de la
investigacion conducida en vifias y
parronales chilenos.

Nicola Fiore

17:20-17:40

17:40 - 18:20

18:20 - 19:00

Café

Sintomas de las fitoplasmosis
que afectan a la vid en Chile y
pérdidas que ellas producen.
Resultados y proyecciones de
la investigacion conducida en
vifias y parronales chilenos.

Nicola Fiore

Nematodos vectores de virus
en vid. Relacion entre virus y
vector.

Erwin Aballay
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Seminario Internacional



LUGAR

Centro de Extension Los Almendros
Camino La Piramide 5625
Huechuraba. Santiago

VALOR INSCRIPCION

$20.000

Becas para pequefios productores y estudiantes.
Cupos limitados.

INSCRIPCION E INFORMACION
Consultas a : Ana Maria Pino E.
Angélica Espinoza E.

Fonos: 6785916 - 6785726
Fax: 6785916
E-mail: anpino@uchile.cl

PARTICIPANTES EXTRANJEROS
Doctora Assunta Bertaccini
Doctor Michele Digiaro

COORDINADORES
Jaime R. Montealegre
Nicola Fiore

Ana Maria Pino

FINANCIADO POR FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA (FIA)
PROYECTO CODIGO BID-PI-C-2001-01-A-013
“Elaboracién de un sistema confiable para la
deteccién y caracterizacion de virus y fitoplasmas
que afectan a la vid”

[N

GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION ACRARIA

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

SEMINARIO

SITUACION ACTUAL
DE LAVID
EN RELACION A VIRUS,
VIROIDES Y FITOPLASMAS

Sy 6 de abril de 2005
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EL MERCURIO LUNES 7 DE MARZO DE 2005 / N° 1495/ REVISTA DEL CAMPO

candidato de la SNA?

—Muy agricultor, identificado
con las bases, ojald no de la Regidn
Metropolitana, con trayectoria gre-
mial y ser empresario de prestigio.

—¢Schmidt lo cumple?

—Creo que de una u otra mane-
ra, débilemente, lo cumple. Fue
presidente de Fedefruta, institucién
que ha crecido mucho y muy fuer-
te. Lsa no es su parte débil.

—¢Santa Cruz se hizo cargo de
su sucesor?

—5{, derechamente. Schmidt es
un hijo polftico de Santa Cruz y lo
ha mantenido fuertemente todos
estos tiltimos meses. Por eso digo
que Santa Cruz. tiene que ser ¢l

gran guardidn de Schmidt.

—Frente a qué temas...

—A la linea de la institucién,
para decirlo en una palabra.

—Hasta qué punto esta falta de
apoyo de los cardenales no respon-
de a la intencién de no perder cuo-
tas de poder en la institucién...

—Este término de los cardenales
es bien entre comillas. El tiempo
pasa y las personas estdn muy des-
vinculadas. De los consejeros ho-
norarios la mitad no concurre,
pero no deja de preocupar que
todos los ex presidentes estén en la
misma postura. No es una cues-
tién de poder.

—(En términos pricticos esta

oposicién a Schmidt en qué se
puede traducir?

—No, en nada. En la prictica no
visualizo nada, por lo menos ahora.

—(Cree que hubo el debate ne-
cesario en términos de propuestas
para sacar una opcién presidencia-
ble?

—No, no digo que nada, pero ha
faltado. Falta elaborar una polftica
de la institucién. Hubo conversa-
ciones esporddicas entre grupos
chicos,

La SNA hoy

—Respecto a la situacién actual
de la SNA, jqué evaluacién hace de

zapato”

la gestién del presidente Andrés
Santa Cruz?

—Tuvo un gran mérito en resol-
ver el tema econémico. En materia
gremial creo que ha sido mucho
mis débil. Probablemente un tema
le quitd tiempo al otro, pero el ba-
lance gremial es débil.

—En qué puntos...

—Bueno, ‘partiendo en que no
logré mantener 1a unidad del gre-
mio y en que la presencia de la
SNA en las distintas regiones es
muy débil.

—¢La, SNA ha perdido peso
como interlocutor vilido frente a
otros sectores?

—Algo ha perdido, pero_15@~$ado por la mente.

|  EHNTREVISTA

A7

afios de historia no se borran en
una semana. La influencia que
tiene la radio y en los medios tam-
poco.

Probablemente esté un poco
“machucada”, pero de ahf a decir
que ha perdido toda su influencia
estd muy lejos. Es perfectamente
recuperable.

. —A su juicio, qué se requiere...

—Unidad, espfritu de trabajo y
presencia en las regiones.

—Se planted la candidatura?

«=—No, nunca los segundos pasos
son buenos, dice un viejo adagio
campesino. No se puede decir
nuncaj me a-

\

T "

Requisitos: Ofrecemos:

» Cartera propia y movilizacidn, = Atractiva remuneracion e

* Residencia zona, incentivos.

* Conocimiento del mercado. = Apoyo red de locales de venta.

* Motivacién al logro. * Mejor stock y precios del
mercado.

Enviar curriculum vitae y prelensiones de renta a casilla
3110, Santiago o al mail: riego@buscajefes.cl

Hoy Compramos su Almendra...

Prodalmen |

CHILE

“...Durante la Temporada
Mejoramos su Produccién
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PRODUCCION Y EXPORTACION DE UVA DE MESA: SITUACION ACTUAL Y FUTURA

Fernando Sat
Exportadora Rio Blanco

De las 200.000 ha plantadas con frutales en Chile, 45.000 son de uva de mesa, lo cual representa a esta
especie con 22% del total, distribuidas entre la il y Vi Regiones principalmente. Las principales variedades
son Thompson Seedless, Flame Seedless y Red Globe. Junto con ser la principal especie frutal cultivada,
también es la principal exportada (en la temporada 2003-2004 se exportaron 91.800.000 cajas), siendo los
destinos mas importantes USA, Europa, Latinoamérica Y Lejano Oriente. Los mayores volumenes de

exportacion lo efectian 5-6 grandes empresas. existiendo un gran numero de pequefias empresas ylo
exportadores con un reducido volumen.

En el principal mercado (USA) de la uva de mesa chilena, el gran volumen es recibido por s6lo 10 recibidores

(71,2% del total), mientras que en Europa, a excepcion de Inglaterra, los 10 recibidores mas importantes sélo
concentran el 36,5% del total.

En Inglaterra, los compradores estan exigiendo fruta que provenga de packings y/o predios que cumplan con

las normas solicitadas y en el futuro cercano sélo debera provenir de predios certificados; también se esta
solicitando cambios en el embalaje de la fruta.

En el Lejano Oriente, los principales mercados son Hong Kong, Taiwan, Japén y Corea.

En conclusion, se puede indicar que:

- Ha aumentado el nimero de pequefios exportadores, los que no tienen una buena capacidad de
negociacion con los recibidores (especialments en USA).

- Las variedades mas importantes son: T. Seedless, Red Globe, F. Seedless y Crimson Seedless.
- Las variedades nuevas con proyeccion son Autumn Royal, Princess o Melisa y Queen Rose.

- Se debe tener en consideracion la calidad fitosanitaria de las plantas (viroides, virus y fitoplasmas pueden
ir en material vegetativo utilizado en multiplicacion) para evitar problemas a future.

- En el pais existen graves problemas de mano de obra, lo que esta limitando a éste y otros negocios
fruticolas.

- Existen buenas perspectivas para nuevos mercados en Europa del Este, principalmente.

- Lacalidad y condicién de la fruta son aspectos fundamentales a considerar, para mantener e incrementar
este negocio.



PRODUCCION Y EXPORTACION DE VINOS: SITUACION ACTUAL Y FUTURA

Elizabeth Diaz
Asociacion de Vifas de Chile A.G.

Entre 1995 y 2003/2004 ya sea la superficie de vifias plantadas como la produccién de vino aumento
hotablemente en el pais, en cambio el consumo domestico de vino no crecié tanto, por lo que el excedente se
tradujo en mayores exportaciones. Entre los afios 2000-2003 dicha superficie se estabilizd, pero no obstante
este dato, ya se prevé que para el 2005 la cosecha debiera ser superior a la del 2003.

El nivel de consumo de vino en Chile no es comparable con otros paises —sobretodo europeos-, pero mientras
en éstos se observa una caida constante, en Chile a partir del 2003 el consumo doméstico empieza a
recuperarse. Esto apoyado a través de multiples actividades —galas del vino, muestras itinerantes, etc.- que
Vifias Chile promueve constantemerite.

La gran capacidad de exportacion (paso de un 0,4 % del total de exportaciones mundiales en 1986-1990 a un
5,6% en-2003) que demuestra nuestro pais en un sector competitivo como el vino es una gran fortaleza, pero
por otro lado, su dependencia de los mercados de exportacion lo hacen un pais vulnerable a crisis mundiales
y muy atento a la competencia.

El impulso dado a mediados de los '80 al desarrollo de la industria vitivinicola, junto con la gran inversion y
apertura al comercio exterior, provocaron un aceleramiento de las exportaciones que empezé a mitad de los
'90. Entre 1995-2004 ya sea los precios del vino embotellado como las exportaciones aumentaron
considerablemente, llegando estas ultimas a un record histérico en cuanto a valor en el 2004. Los destinos
fueron principalmente Europa (54%) y USA y Canada (26%).

Como sabemos, el sector vitivinicola mundial es muy competitivo, por lo que el éxito exportador de Chile nace
de los esfuerzos individuales de cada vifia y de la promocion genérica del vino a través del sector publico y
privado, este Gltimo representado por Wines of Chile y Chilevid AG.

Ademas, sumada a la inversion en investigacion y desarrollo, es vital la capacitacién de los trabajadores
(Vifias Chile cre6 la OTIC Chilevino, con mas de 2500 trabajadores capacitados), la productividad y la
eficiencia productiva para poder ser competitivos.

Aumentando la calidad y diferenciacion del vino chileno, respondiendo asi a las preferencias del consumidor
internacional, se persigue que los vinos de calidad representen mas del 12% del total de ventas en el 2003.
En ese sentido Vifias Chile ha invertido en diversos proyectos de investigacion, participado en el concurso de
Consorcios tecnolégicos empresariales de Investigacion del Gobierno de Chile, y comprometido importantes
recursos para los afios 2005-2009. Esto ha permitido ademés la incorporacion de diversas vifias e
instituciones de investigacion sea nacionales que extranjeras.

El 2004 fue muy exitoso para la industria del vino y el 2005 en prospectiva se ve similar. Este éxito se ha
mantenido a través de una calidad consistente y permanente del vino, que fomente ademas un aumento en el
consumo de vino de mayor preclo.

En el plano externo Wines of Chile potencia la imagen de Chile como un pais favorable, realizando exitosas
promociones en el Reino Unido y proyectandose a futuro en mercados como USA y Alemania.

Por lo tanto, vemos que para la optimizacién de la produccion y exportacion de vinos en Chile y el mundo son
esenciales: la inversion en investigacion y desarrollo; el mejoramiento de la imagen del vino chileno en el

exterior; el aumento de la promocioén a un consumo moderado de vino en Chile. Todas metas a las cuales
Vifias de Chile esta intensamente abocada.



"PRODUCCION DE PLANTAS DE VID EN CHILE”.

Cristian Bornscheuer Veas
UNIVIVEROS®

|. Antecedentes Generales.

La vid es una de las especies cultivadas méas antiguas e importante del mundo, cuya explotacion comenzo en
Chile con la llegada de los conquistadores espafioles. Su amplia distribucién en todo el planeta se vio
fuertemente favorecida por su rusticidad, adaptabilidad a toda clase de suelos y climas y la facilidad para ser
propagada por estacas.

Sin embargo, la devastacion ocasionada por la introduccién de la filoxera a Europa a mediados del siglo XIX
determiné un profundo cambio en el cultivo de la vid. Fue nacesario recurrir a portainjertos americanos menos
sensibles a esta plaga para poder restablecer los vifiedos. El uso de portainjertos que entonces se efectud
para poder=sobrellevar esta fatal afeccion, comenzé a evidenciar una serie de ventajas para poder hacer
frente a otros problemas productivos para la vid. Fue asi como comenzo en Europa y posteriormente también
Norteameérica, Sudafrica y Australia el desarrollo y uso de una serie de portainjertos especificos para ciertas
condiciones de suelo, clima, fitopatolégicas y productivas. Finalmente en Chile también se ha adoptado esta
tecnologia, buscando mejorar las condiciones de produccién de esta especie tan interesante para nuestra
economia.

Otro aspecto determinante en la evolucién del cultivo de la vid tanto para mesa como vinificacion dice relacién
con el desarrollo de variedades y seleccion de clones especificos, con objeto de diversificar y ampliar nuestras
alternativas varietales y ocupar nichos interesantes en los mercados de destino, aumentar la productividad,
reducir los costos de produccién o conseguir una mejor calidad de producto. Es asi como en los ultimos afios
ha habido una creciente evolucién de la industria del “breeding” en esta especie, en la seleccién y
determinacién de clones y por ultimo, en los modelos comerciales de estas nuevas obtenciones (variedades
protegidas) en términos de pago de royalty o regalias.

Finalmente, la calidad sanitaria de los materiales de propagacion, la calidad del proceso de produccién de
plantas y la mantencion de esa condicién en el campo son temas que interesan en forma creciente en la el
cultivo moderno de la vid.

A continuacion se analizara estos puntos con mayor detalle, puesto que repercuten directamente sobre la
produccion de plantas de vid en Chile, tema de esta charla.

Il. Contexto de la Industria de la Vid en Chile.

La industria de la vid se divide segun la orientacién de la produccion. Es asi como en los andlisis de los
mercados se hace diferencia entre uva de mesa, uva para vinificacion y en ocasiones también se segrega en

la uva para pisco. A continuacion se presenta un cuadro con cifras generales que permiten graficar un poco la
envergadura de los distintos negocios.

Paralelo Superficie / Produccién/ Ingresos de la Vid

Superficie (ha) Produccion Exportacion (US$)
Uva de Mesa 53.000 90.000.000 cajas 796.000.000
Uva de Vinificacion | 110.000.000 630.000.000 Its 820.000.000
Uva Pisquera 10.000.000 100.000.000 lts sfi
Total: 173.000.000

Lo recién expuesto es en general la situacion actual de superficies, producciones e ingresos. Sin embargo, es
interesante analizar brevemente la “evolucién” de las superficies y producciones. Ver cuadro 1y 2,
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Cuadro 1: Cuadro 2:
Fuente: ODEPA 2005 Fuente: ODEPA 2005
CHILE
SUPERFICIE DE VIDES ARO 1990 y 2003 PRODUCCION DE VINO CONSUMO
HECTAREAS

MILES DE LITROS y UVA DE MESA EN TON

1.200.000
1.000.000
B800.000
800.000
400.000
ss0s 9853 200.000

1.100.000

et

Uva de Mesa

Viniferas De mesa Pisqueras

01990 @ 2003 01891 02003

Destaca el fuerte incremento en la superficie de viniferas, la que la que se increment6 en casi 70% en algo
mas de 10 afios. También han sufrido incrementos las superficies de uva de mesa (8,3%) y pisquera (51%)
pero en mucho menor medida.

Estas cifras dejan de manifiesto el establecimiento de una nueva estapa del negocio del vino, en términos de
nuevos mercados, incorporcion variedades y clones y modernizacion de los procesos de vinificacion, lo que
redunda en nuevas plantaciones, asi como también reflejan la madurez y estabilidad del negocio de la uva de
mesa. Esta ultima ha basado su actualizacién fundamentalmente en la renovacién de la superficie existente
mediante replantaciones y en cierta medida en la incorporacion de nuevas plantaciones y variedades (p.e.
Red Globe, Crimson Sdl.).

Sin embargo, las producciones por unidad de superfiecie han aumentado considerablemente lo que explica la
mayor produccion total en el lapso de tiempo en cuestion (50,7% de aumento de produccion en 12 afios con
un aumento de la superficie de sdlo un 8%). Esto se explica claramente por un aumento de la eficiencia y
mejoras en las técnicas productivas que han permitido obtener el potencial de produccién de cada variedad.
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Ill. Produccién de Plantas de Vid en Chile.

Los antecedentes del negocio de la vid en Chile recién expuestos permiten entender que la evolucién del
negocio repercute directamente sobre la produccién de plantas. Es asi como ha aumentado el nimero de
plantas producidas, pero también es importante destacar que se ha producido un cambio en las preferencias
del tipo de plantas, calidad y variedad de materiales genéticos a utilizar.

A continuacion se presenta un cuadro con el numero de plantas que se estima se producen actualmente en
Chile por afio.

Mercado de plantas en Chile.

N° plantas
Uva de Mesa 3.500.000
Uva de Vinificacion 10 a 15.000.000
Uva Pisquera s/ informaciéon
Total: 1358185
millones

En relacion con los tipos de plantas actualmente a disposicion de la Industria, se tiene:
* Francas o autorradicadas
Son aquellas plantas obtenidas a partir de la rizogénesis de la estaca de la variedad, es decir
produce su propia raiz y no cuenta con portainjerto.
o Contenedores (bolsas, contenedores biodegradables)
Plantas que crecen en contenedor plastico o de turba prensada. Son plantas que se entregan
con brotes en crecimiento activo desde la primavera, por lo que constituye un buen
complemento a la plantacién invernal.
o Barbadas
Plantas de mayor uso en el pais, que se entregan a raiz desnuda durante el receso invernal.
e Injertadas
Son aquellas plantas obtenidas a partir de la injertacion de una determinada variedad sobre un
determinado portainjerto, siendo este dltimo inducido simultaneamente al desarrollo de raices.
También se producen en formato de:
o Contenedores (bolsas, cont. Biodegradables)
o Barbadas

La produccion tradicional de plantas de vid en Chile se basaba en la obtencién de estacas de los parrones o
vifiedos y su enraizamiento directo. Basicamente se trataba de produccion de autoconsumo, a pesar de que
también la escasa dificultad asociada a la produccion de plantas de esta especie, permitia la existencia de
gran cantidad de viveros, algunos de ellos muy rasticos en lo que la incorporacion de tecnologias se refiere.
Las actuales exigencias de la Industria en relacién con sus mercados de destino, tanto en el negocio de la
fruta como el del vino, ha llevado a requerir de los productores de plantas una serie de garantias en términos
de sanidad, trazabilidad y seguridad genética, lo que constituye un camino sin retorno.

A estas necesidades se suman otra serie de exigencias a los viveros, relacionadas con la superacion de
problemas productivos y acceso y disponibilidad de nuevas variedades. Es por ello que la produccién de
plantas de vid se ha visto obligada a profesionalizarse e incorporar nuevas tecnologias y herramientas por un
lado, y por otro, destinar grandes esfuerzos en la busqueda de variedades nuevas e interesantes, acceder a
variedades protegidas, incorporar el uso de portainjertos y la dificil tecnologia de injertacion. Ha aumentado la
inversion en infraestructura, planteles madre, interaciones y cuarentenas y evaluacion varietal.

IV. El Viverismo Moderno
1. Injertacién y Uso de Portainjertos

Destaca en el titimo tiempo el creciente uso de portainjertos en la produccién de plantas. Se inicié a
comienzos de la década en uva de mesa, como una forma de hacer frente al problema de replante. En el caso
de la uva de vino, el uso de portainjertos en Chile comenzé unos dos afios mas tarde, buscando estar
preparado frente a una potencial aparicién de Filoxera, ademés de permitir la superacién de nematodos en el
suelo. Esta ultima condicion ha sido particularmente importante en ciertas zonas, como lo es Casablanca.

Sin embargo, en ambas industrias se ha ido reconociendo en el uso de portainjertos una herramienta muy

eficaz para resolver otros problemas productivos, tales como el control de vigor, aumento de productividad,
adaptacién a otras condiciones limitantes de suelo.
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A continuacién se entrega una tabla que resume las principales caracteristicas de los portainjertos
mas conocidos y utilizados en el mundo:

CARACIERISTICAS DE LOS PRINCIPALES PORTAINJERTOS DE VIDES
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‘odos los beneficios descritos anteriormente requieren, sin embargo, de una serie de cuidados con el fin de

Jue se manifiesten en mejores resultados en las plantaciones de vid. A continuacién se detallara algunos de
estos puntos a observar:

Exigencias de infraestructura y tecnologia a los viveros.

La injertacion de vides en viveros es una labor compleja, en la que ocurre en los tejidos vegetales que se

estan uniendo, una serie de eventos fisiolégicos que deben ser promovidos en forma optima para dar con la
mayor eficiencia y calidad de plantas.

Establecimiento de planteles madre de materiales de propagacion:

La calidad de los materiales a injertar (variedad y portainjerto) es fundamental para asegurar resultados
exitosos. Es por ello que los viveros deben formar sus planteles madre de portainjertos y de variedades o
clones. teniendo presente cuéles pueden ser precisamente aquellas variedades mas indicadas para el
contexto nacional.

Ello implica la internacion de los materiales Y su cuarentena, incremento, preparacion y desinfeccion de suelos
para las plantaciones y finalmente la plantacién y conduccion de los planteles madre de portainjertos.
Infraestructura de injertacion, encallado y rizogénesis:

En vides, la técnica de injertacién de plantas de vivero con mayor éxito es la de injertaciéon de banco de
estacas de portainjerto con plas de la variedad. Ello exige de los viveros desarrollar un muy buen
procedimiento de recoleccién y desinfeccion de los materiales, su adecuada identificacion y almacenamiento,

contar con las maquinas injertadoras, realizar una adecuada manipulacién, contar con los insumos (parafina,
cajones), equipos de éptima calidad y personal calificado.

A la injertacion le sigue el encallado, proceso extremadament
ambientales en términos de humedad relativa y temperatura.
invernaderos especiales para favorecer este periodo tan delicado.
Por dltimo, mientras atn no termina el sellamiento total de la zona de injertacion y restablecimiento de la
conduccién vascular en lo que se conoce como encallado, debe comenzar el proceso de enraizamiento,
también exigente en condiciones de temperatura y humedad. El manejo de las plantas injertadas en este

e exigente en regulacién de condiciones
Ello implica la necesidad de invertir en
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Caso de Uva de Mesa

A diferencia de otras especies, en las que afio a afio se incorporan al mercado nuevas variedades
interesantes, como es el caso de los carozos, en la uva de mesa reinan en Chile desde hace muchos afios las
mismas variedades principales que siguen siendo interesantes en cuanto a volumen y retornos. Tal es el caso
de Thompson Seedless (1872), Red Globe (1980), Flame (1973).

Sin embargo, desde hace unos afios se han incorporado nuevas variedades al repertorio, algunas de ellas en
condicion de venta libre, como Crimson Seedless (1989), Autumn Royal (1998), Princess (1999), pero otras
protegidas en régimen de venta bajo regalias (o royalties), como es el caso de Regal Seedless®, por ejemplo.
Ello expone una realidad de la que la industria nacional debe enfrentar. Actualmente ya no hay programas de
breeding en uva de mesa que no pretenda obtener un retorno por medio de royalties o regalias. Incluso el
programa del USDA, importante programa de mejoramiento genético americano que dio origen a variedades
como Flame, Fantasy y Crimson Sdl. y que liberé Autumn Royal y Princess recientemente, cambi6 su forma
de entregar las obtenciones a la Industria.

Entonces actualmente el debate se libra entre cobrar un royalty por planta, como ha sido el caso de Red
Globe, o cobrar un royalty por produccién, que es una modalidad cada vez mas deseada por los programas de
breeding o finalmente si se trata de producciones restringidas de una determinada variedad (en otras especies
se habla de “clubes”), que permiten controlar la oferta y con ello conseguir mejores precios por la fruta.

Chile debe acercarse a los grandes programas de breeding para poder ofrecer nuevas variedades a la
Industria local. Ello le genera un punto vuinerable, lo que puede tener enormes repercusiones, dado el tamaifio
e importancia de la uva de mesa como cultivo para Chile. Es por ello que las iniciativas de breeding locales,
como las del INIA tienen gran importancia para nosotros como pais y deben ser seguidas, evaluadas y

apoyadas. Esto nos puede generar la moneda de cambio para futuros intercambios y/o negociaciones con
otros paises competidores.

A continuacién se mencionan los principales programas de mejoramiento genéticos en vides:

1. USA
1.1. USDA

* Flame, Fantasy, Crimson, Autumn Royal, Princess, Sweet Scarlet®)
1.2. SUNWORLD

* Superior Sdl. ®, Midnight Beauty® , Sable®, Sofia®, Coachella®
1.3. SHEEHAN GENETICS

1.4. IFG
1.5. Otros
2. SUDAFRICA
2.1. ARC- RSA
* Magestic, Dauphine, Bonheur, La Rochelle, Sunred, Regal SdI®, Ebony Star®.
3. ISRAEL

3.1. Vulcani Center
*  Prime®, Mistery®.

4. CHILE
4.1. INIA - La Platina

Seleccidén de clones de viniferas.

La Seleccion clonal se inicio en Europa y en particular en Francia en la década del 60. La seleccién clonal,
como su nombre lo indica, est4 basada en la obtencién de individuos con una incuestionable identidad, con
caracteristicas morfoldgicas y sanitarias particulares. Esta consiste en la deteccion e identificaciéon de una
planta, examen de la planta desde el punto de vista genético y sanitario, evaluacién de clon seleccionado y
certificado para terminar con la el resguardo del clon en el Banco de Germoplasma y su multiplicacién
posterior a partir de éste.

Los objetivos de la seleccién genética son la certificacién y propagacion de clones cuyo comportamiento
agronémico y potencial de produccion y calidad sean conocidos. La seleccion esta basada en las diferentes
caracteristicas o variaciones de una variedad y la posibilidad de manejar esta variacién.
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periodo que buscan producir un enraizamiento equilibrado y coordinado con la brotacion, son los objetivos
fundamentales en esta etapa, que sdlo se cumplen adecuadamente en invernaderos con buen control de
temperatura, humedad y riego. Son las condiciones que requiere el callo de la zona de injertacion para que se

siga desarrollando sana y fuertemente permitiendo que la planta pueda posteriormente tener éxito en el
huerto.

Eleccién adecuada del portainjerto por parte del producter

La eleccion del portainjerto es uno los aspectos mas importantes en el establecimiento de un huerto con
plantas injertadas. Para obtener los beneficios que proporciona el uso de éstas, es indispensable la correcta
decision del portainjerto. Cada portainjerto tiene sus caracteristicas propias de vigor, afinidad, adaptacion a
ciertas caracteristicas del suelo, etc

El conocer las caracteristicas de vigor del portainjerto es fundamental, con el fin de aprovechar este atributo
en suelos pobres o con variedades débiles, como es el caso de SO4 y Ramsey. Distinto es el caso de Riparia
Gloire, que es una variedad de arraigamiento superficial que en suelos pobres, arenosos y pedreguientos
puede limitar seriamente su desarrollo y uniformidad del huerto.

Por otro lado, es importante conocer la afinidad que tienen las distintas variedades con los diferentes

problemas de color con otras variedades y las consecuentes mermas en la produccién. De esta forma, los
factores combinacion variedad - portainjerto, suelo y clima son fundamentales en la eleccion del patron.

Cuidados propios de la planta injertada

La injertacion consiste en la fusion de tejidos que se encontraban naturalmente separados, a partir de la
aproximacion del cambium de cada uno de ellos. En un primer momento, se produce en la zona de unién
injerto - portainjerto la proliferacién de un tejido indiferenciado, denominado callo, el que luego da origen a los
haces vasculares y restantes tejidos que permiten generar una continuidad entre el pie y la variedad.

En las vides, el proceso de encallado y restitucién de la continuidad vascular es lento y delicado. Para el
vivero ello representa un exigente proceso de produccion, que requiere de haber puesto a punto todos los
pasos y de conocer y manejar los complejos requerimientos ambientales asociados a favorecer un buen
encallado. La zona de unién demora varios meses en conectar la variedad con el portainjerto (tanto mecanica
como funcionalmente) y recién luego de una a dos temporadas, la continuidad vascular se restituye del todo.
Es por esto Ultimo que las plantas de vid injertadas en bolsa son mucho mas delicadas que las barbadas. En
estas ultimas la zona de unién tiene un afo de edad y se encuentra mucho mas firme al momento de la
entrega material de plantas a productores.
Afortunadamente se ha ido generando algun nivel de experiencia en relacion a las plantas injertadas de vid y
se ha logrado ir determinando los factores que han provocado algunas de las dificultades en los primeros afios
de plantacién de este nuevo tipo de planta. Los viveros han ido afinando la técnica, desde el manejo de los
planteles madres, el proceso de injertacion, encallado y cultivo de las plantas, hasta la decisién de ajustar la
fecha de la entrega material de las plantas. Del mismo modo, los productores han ido aprendiendo a manejar
este producto con el cuidado que amerita, evitando la mayor cantidad de estrés en la plantacion,
intensificando los cuidados y atenciones en la etapa inicial alcanzando con ello el real potencial que tiene este
nuevo producto: la planta de vid injertada. Todo esto ha permitido conseguir altos porcentajes de éxito.

Los resultados se estan viendo: huertos mas vigorosos, racimos mas grandes y uniformes, y con una
importante estabilidad y sustentabilidad en el tiempo.

2. Incorporacién de Nuevas Variedades y Clones.

Otro elemento de enorme importancia, tanto en !a Industria de la uva de mesa como la del vino, es la de
contar con las variedades mas adecuadas para el consumidor en los mercados de destino, pero que a la vez
se adecuen a las condiciones locales de produccién y comercializacion.
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Es asi como pueden obtenerse clones tipo A que son poco productivos 0 menos productivos que el promedio,
que generalmente permiten la obtencién de vinos de calidad dentro del tipo de variedad y del tipo de suelo
que se encuentre.

Clones tipo B que son ligeramente productivos a productivos y que dependiendo de las condiciones y métodos
de cultivo, los clones pueden ser productivos y vigorosos. El control de la produccion otorga una especial alta
calidad a los vinos producidos.

Clones tipo C: Altos a muy altamente productivos. La produccién es insuficientemente controlada, lo que hace
que estos clones produzcan vinos neutros y comunes.

Clones tipo D. De acuerdo a las condiciones especificas de suelo, la produccién y el comportamiento
frecuentemente cambian. Estos clones son recomendados cuando el comportamiento es bien conocido bajo
condiciones especiales.

También es importante y no est4 demas destacar las tareas del FPS (Foundation Plant Service), UC Davis
California y del ARC - Infruitec de RSA quienes también se han preocupado de la seleccion y limpieza de
clones especificos. Estas organizaciones han contribuidos importantemente en la distribucién de materiales
debidamente identificados y saneados. De esta forma las industrias viticolas de los Estados Unidos y

Sudafrica han mantenido controlados los problemas atribuibles a las mezclas varietales y condicién sanitarias
de los materiales de propagacion.

3. Calidad genética y sanitaria de las plantas
Conocimiento de los problemas atribuibles a la condicién sanitaria de las plantas

Evidentemente que la condicién sanitaria de los materiales usados en la propagacion y sobre todo en el caso
de la injertacién influyen sobre los resultados de vivero, en términos de éxito en la injertacion y posteriormente
también en huerto. Es deseable que los materiales se encuentren libres de hongos, bacterias y virus para
facilitar el encallamiento en la zona de unién y promover los resultados de produccién esperados.

Es por ello que los viveros estan haciendo enormes esfuerzos en la introduccién de materiales madre desde
fuentes calificadas, establecimiento de planteles madre bajo condiciones especiales de resguardo para
mantener la condicién sanitaria inicial, y perfeccionando los protocolos de seleccién de plantas tanto en
planteles como en el mismo proceso de produccion.

En paralelo, las universidades han comenzado a estudiar mas sistematicamente los problemas sanitarios de
la vid, su diagnéstico, consecuencias y tratamiento. Ello ha permitido a los viveros incorporar estos
conocimientos en el perfeccionamiento de sus técnicas de produccion.

Univiveros® , al igual que algunas universidades que estan desarrollando proyectos en torno a esta especie,
se ha anticipado a esta contingencia y cuenta con planteles madres constituidos por material de elite
provenientes de las mas prestigiosas fuentes extranjeras, cuya calidad sanitaria ha sido confirmada por los
testajes efectuados por el laboratorio del Centro Repositorio de la Universidad de Chile. Estos materiales
deben seguir constituyendo la base de la propagacion de vides injertadas corrientes.

Por otra parte, el Servicio Agricola y Ganadero ha aprobado el Reglamento Especifico de Certificacion de
Vides, lo que proporcionara un marco regulatorio para la propagacion de plantas certificadas, las que se
deberan encontrar libres de todas las enfermedades especificadas. Ello permite comenzar a trabajar en el
desarrollo de la certificacién para contar con plantas certificadas de vides en el mediano plazo.

Evaluacion de la calidad genética

Como se mencioné previamente, ha habido en los ultimos afios un fuerte incremento en el desarrollo,
produccion y seleccién de nuevas variedades y clones. Existe todo un trabajo para los viveros en el sentido de
obtener los permisos para propagar estas nuevas selecciones, que ya se describié.

Sin embargo, el trabajo no concluye en la obtencion de la licencia. Los viveros deben evaluar estos nuevos
materiales bajo nuestras condiciones, para verificar que los méritos que se le atribuyen son suficientes y
determinar también coémo afectan las condiciones edafoclimaticas, pero también aquellas de procesamiento o
comercializacion de la fruta a estas nuevas selecciones asi como también las caracteristicas agronémicas y
enologicas de los nuevos clones que se incorporar.

De alli que se haga necesario para los viveros contar con centros de evaluacion de los nuevos materiales, y
montar numerosos ensayos de tratamientos de produccién con ellos. Se debe resolver preguntas tales como
Cuantas “pasadas” de giberélico y en qué concentracion — propio de las nuevas selecciones de uva de mesa,
0 cuan productivo, cuanta azucar, alcanza un determinado clon o seleccion en uva de vino.

Se puede concluir entonces que no basta con saber que la planta corresponde a la variedad que se dice que
es (propio de la certificacion genética asociada a Ia Certificacion), sino ademas se hace cada vez mas
necesario conocer el mérito agricola y los problemas asociados a una determinada nueva obtencién vegetal.
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V.  Conclusiones: Tareas por Realizar en la Produccién de Plantas.

Los viveros entendemos que aun quedan muchos desafios por resolver. La adopcion del uso de las plantas
injertadas como una forma de superar los numerosos y crecientes problemas productivos en el cultivo de la
vid, ha requerido de una enorme actualizacién de los viveros y también de los productores. La incorporacion
de nuevas variedades y/o clones también es una tarea que muchos viveros y también exportadoras o vifias
han asumido con responsabilidad y dedicacién. Sin embargo, queda aln por darle mayor apoyo a la
produccion y seleccién de variedades propias. No es menos importante mencionar la relevancia que toma
hoy en dia el respeto a la propiedad intelectual el cual basa y fundamenta nuestras posibilidades de captar
genetica extranjera, especialmente bajo la situacion y circunstancias actuales de relaciones internacionales
enmarcadas en Tratados de Libre Comercio que asumen el respeto de protocolos internacionales en torno a
este tema. En relacién con calidad de plantas, si bien las exigencias de trazabilidad sobre los productos
agricolas, tales como las BPA y Eurepgap han repercutido en todos los viveros obligando a mejorar sus
registros y técnicas de produccion, no es menos cierto que es probable que solo la Certificacion del SAG a
los viveros permita homologar los conceptos y calidades. Ya es un avance que desde hace un tiempo existan
las Normas Especificas para la Certificacion de Vides. Queda por superar las dificultades técnicas y de costo
que la implementacion de ésta implica, que esperamos que de alguna manera el trabajo colectivo bajo el alero
de la Asociacién Gremial de Viveros y su Corporacion de Desarrollo Viveristico nos lo resuelva.
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SITUACION FITOSANITARIA DE LA VID EN CHILE: INSECTOS Y ACAROS
Luis Sazo R.
Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile

La vid presenta en nuestro medio un importante nimero de especies asociadas (51), de las cuales 16 tienen
importancia econémica Y 4 son consideradas plagas claves, es decir aquellas que se presentan todas las

como ocurre con aquellas unidades productivas ubicadas en laderas de cerros o sectores contiguos donde las
especies presentes en la vegetacion del lugar colonizan la vid.

En el Cuadro siguiente se informan las principales plagas asociadas a Ia vid, el caracter y su distribucion
geografica en Chile.

Orden: Familia Nombre de la plaga Tipo de plaga Distribucion
Acari: Acaro de la avariosis de 1a vid Ocasional RML &0V Wil
| Eriophydae Calepitrimerus vitis (Nalepa). Regién
Acari: Erinosis de la vid Ocasional I = VIl Regién
Eriophydae Colomerus vitis (Pgst.)
Acari: Tenuipalpidae Falsa arafiita roja de la vid Clave lll = X Region
Brevipalpus chilensis Baker
Acari: Tetranychidae Eotetranychus lewisi MacGregor Ocasional RM
Acari: Tetranychidae Araiita del parronal Ocasional Il = VIl Regién
Oligonychus vitis Zah. y She
Coletptera: Bostricidae Taladrador del manzano Ocasional Il - IX Regién
Dexicrates robustus (BI)
Coledptera: Bostrichidae Taladrador de la vid Ocasional I - IX Regién
Micrapate scabrata (Er)
Coledptera: Curculionidae Burrito de Ia vid Clave I - Vill Regién
Naupactus xanthographus
Hads (Germar)
Coledptera: Scarabeidae Pololo chico café Ocasional Il = Vil Regién
Athlia rustica Er.
Hemiptera: Coccidae Conchuela café europea Ocasional = IX Regién
Parthenolecanium comi (Bouché)
Hemiptera: Coccidae Conchuela grande café del Ocasional | - IX Regién

duraznero Parthenolecanium
persicae (F.)

Hemiptera: Margarodidae Margarodes de la vid Ocasional IV=IX Region
Margarodes vitis (Phil.)

Hemiptera: Pseudococcidae Chanchito de cola larga Ocasional | = IX Regién
Pseudococcus longispinus (T. arg.
Tozz)

Hemiptera: Pseudococcidae Chanchito blanco de la vid Clave (uva del|lalalx region.
Pseudococcus vibumi mesa)
Maskell

Lepidoptera: Tortricidae Eulia Ocasional Il - VIl Region
Proeulia auraria (Clarke)

Thysanoptera: Thipidae Trips de los brotes Ocasional Il = VIl Region
Drepanothrips reuteri Uzel

Thysanoptera: Thipidae Trips de California Clave (uva dellll- vii Region

Frankliniella occidentalis Pergande | mesa)
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1.-Burrito de la vid Naupactus xanthographus G. (Curculionidae)

Distribucion: | - VIII regién.

Importancia: plaga clave y cuarentenaria. Nativa.

Hospederos frutales: ciruelo, duraznero, nectarino, frambuesa, cerezo, kiwi, nogal, peral, manzano, vid,
almendro, limonero, naranjo, palto.

Hospederos no frutales: alfalfa, frejol (chacareria en general), malezas (importante: maicillo).

Dafio: El adulto se alimenta de las hojas, pueden destruir los racimos en brotacion. La larva se alimenta de
raices y raicillas destruyéndolas seriamente, pero quiza el dafio mas importante es el causado por el rechazo
en las inspecciones fitosanitarias al detectar adultos y/o huevos.

2.-Chanchito blanco de la vid Pseudococcus vibumi (Pseudoccidae)

Distribucioén: Cosmopolita, en Chile de la | a la IX regién.

Importancia econdmica: clave en uva de mesa. En vid vinifera es clave en algunas zonas.

Hospederos frutales: Cerezo, ciruelo, duraznero, frambuesa, kiwi, manzano, mora, naranjo, nectarin, nispero,
peral, vid de mesa y vinifera.

Hospederos no frutales: jacaranda, laurel de flor, acacio. Malezas como correhuela, sanguinaria, malva,
tomatillo, pilapila, cardo, bledo. Forrajeras y cultivos de chacareria.

Daiio: El los racimos suele observarse presencia de mielecilla que atrae a hormigas y favorece el desarrollo
de hongos sapréfitos (Cladosporium), pero es mas importante el dafio indirecto, ya que la presencia de
individuos y/u ovisacos en el racimo es motivo de rechazo en las inspecciones fitosanitarias (Corea, México).

Su reducido control natural, asi como la constante reinfestacién desde especies no frutales; especies arbéreas
y malezas; son causales de su presencia en los vifiedos. Ademas la implementacion de programas de control
insuficientes, basados en aplicaciones especificas en épocas inapropiadas y la deficiente implementacion de

medidas culturales de manejo (eliminacion de los racimos en contacto con los brazos en la zona de la corona)
favorecen su persistencia.

3.-Thrips de California Frankliniella occidentalis P. (Thripidae)

Distribucion: Cosmopolita en Chile de la Il a VIl la region.

Importancia econémica: Clave.

Hospederos  frutales: Cerezo, ciruelo, nectarines, durazneros, manzano, peral, vid.
Hospederos no frutales: Flores de corte, pimenton, tomate, yuyo, correhuela, hierba de la culebra, diente de
ledn, rabano; especies arbéreas como espino, aromo, acacio y también en forrajeras como alfalfa y trébol
blanco entre otras.

Dafio: La hembra penetra tempranamente los érganos florales internos, donde deposita un nimero variable de
huevos lo que genera el sintoma conocido como “halo spot”, ademas las bayas presentan russet y los racimos
corredura. Es vector del virus “Tomato Spotted Wilt Virus” (TSWV).

El dafo se intensifica con la presencia de vegetacion natural con flores vistosas en la unidad de produccion o

en las inmediaciones y en zonas en que la floracién es mas larga. También favorece el dafio las temporadas
de sequia.

4.-Falsa araiiita roja de la vid Brevipalpus chilensis B. (T enuipalpidae)

Distribucién: Argentina y Chile. En Chile desde la lll a X la region. Nativa.

Importancia economica: Clave en vid vinifera y cuarentenaria en uva de mesa.

Hospederos frutales: vid, caqui, chirimoyo, kiwi, limonero, naranjo, peral.

Hospederos no frutales: Ligustrina, sauce, correhuela, palqui.

Dafio: Ocurre muy temprano en la temporada, desde yema algodonosa en adelante. La parte basal del brote
se necrosa y las hojas afectadas exhiben un aspecto acucharado e incluso los bordes necrosados. En general
las variedades tintas (Cabernet, Merlot) son mas susceptibles que las blancas (Chardonnay).

B. chilensis inverna al estado de hembra adulta fecundada y durante la temporada puede completar hasta 5
generaciones. En invierno se localiza bajo el ritidoma suelto de los brazos y cargadores.
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NEMATODOS ASOCIADOS A VIDES

Erwin Aballay E.
Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agronomicas, Universidad de Chile

Los nematodos fitoparasitos son parasitos obligados que normalmente no matan a su hospedero, solo se
alimentan de ellos causandoles una desvigorizacion que puede ser extrema. Sin embargo, ademds de su
dafio directo, es frecuente encontrar una asociacién con otros patogenos del suelo, tal como hongos o
bacterias, lo que normalmente acarrea una destruccién acelerada del sistema radical, observandose
pudriciones, pérdida de corteza, dafios a los vasos conductores y otros sintomas, lo que puede causar incluso
la muerte de las plantas.

Los antecedentes analiticos indican que donde se desarrollan vides, siempre hay presencia de nematodos en
distintos niveles, dependiendo de las condiciones ambientales y de las variedades existentes. Generalmente
su presencia alcanza niveles de infestacién altos en aquellos suelos livianos, arenosos, pedregosos con
temperaturas altas y humedad permanente. Por el contrario, las texturas finas, arcillas, suelos frios o
condiciones de falta de humedad en el perfil, limitan considerablemente su desarrollo.

La vid, como cualquier otro vegetal, esta sujeta al parasitismo de diversos organismos, tanto aéreos como del
suelo. En este dltimo, los problemas fungosos, de insectos y nematodos son los mas importantes. Los dafios
ocasionados a los cultivos en general son variables dependiendo de la relacién hospedero parasito que se
establezca. En un suelo cultivado se pueden detectar sobre 10 géneros o especies de nematodos fitoparasitos,
todos los cuales presentan distintos habitos de alimentacion y por lo tanto diferentes grados de dafio y
sintomatologias.

Muchos tipos de nematodos fitoparasitos han sido reportados presentes en vides, pero no todos presentan un
mismo grado de agresividad. Los géneros que claramente ocasionan dafios de consideracion al cultivo, se
caracterizan por presentar diferentes habitos de parasitismo. En primer término estan aquellos que necesitan
entrar a la raiz para poder alimentarse y cumplir sus ciclos, estableciéndose en puntos fijos, sin volver a
moverse. A estos se les conoce como endoparasitos sedentarios. Otros géneros penetran las raices, pero
a diferencia de los anteriores, no se establecen permanentemente en ellas sino que son capaces de moverse
libremente en su interior, salir de estas, volver a entrar por otros puntos o a otras raicillas. Corresponden a los
llamados endoparasitos migratorios. Existe un grupo mayoritario de géneros que se alimentan de las
raicillas desde el exterior, es decir se ubican en la rizosfera, sin penetrar completamente en ellas,
introduciendo solo su aparato de alimentacién. Son los llamados ectoparasitos, los que se establecen
permanentemente en la superficie de las raices, movilizandose a otros sectores de la misma raicilla o de la
masa de raices con un desplazamiento variable dependiendo del género o especie de nematodo.

En los andlisis nematologicos que se realizan rutinariamente en vides en nuestro pais, es posible detectar la
presencia de mas de 13 géneros asociados a su sistema radical, de los cuales solo algunos son de real
preocupacion. Los nematodos fitoparasitos de mayor importancia en este cultivo corresponden a los géneros
Meloidogyne, Xiphinema, Mesocriconema, Tylenchulus y Pratylenchus. La importancia de cada uno se
discute a continuacion.

Meloidogyne spp. Los nematodos de este género, llamados cominmente “nematodos del nudo de la raiz” o
‘nematodos de los nodulos radicales”, corresponden a endoparasitos sedentarios y deben este nombre a la
reaccion de las raices de la planta atacada, las que desarrollan nédulos originados por la divisién anormal de
células.

El dafio que se observa en plantas atacadas es en parte mecanico, como resultado de las microheridas, del
agallamiento o nodulacion del sistema radical y la consecuente alteracion del sistema vascular. Ello incide en que
exista una menor absorcion de agua y nutrientes, lo que se refleja en la parte aérea observandose plantas con
menor desarrollo, brotes cortos, tendencia a la marchitez y clorosis.

La incidencia de Meloidogyne spp. sobre las plantas no es solo directa, sino que ademas se produce una
predisposicion en los tejidos de la raiz haciéndolos mas susceptibles al ataque de otros organismos, tal como
hongos y bacterias.. En vides es frecuente que en ataques de importancia se presenten asociaciones con hongos,
entre ellos Phytophthora, Verticillium, Pythium o bacterias del geénero Agrobacterium, entre otros.
Xiphinema spp. Los nematodos pertenecientes a este género se caracterizan por ser organismos alargados
en todos sus estadios, de mayor tamario que el resto, variando entre 1.5 y 5 mm dependiendo de la especie y
la poblacién y por tener habitos de alimentacion de tipo ectoparasitario. Estos nematodos se alimentan
principalmente en los extremos de las raicillas en crecimiento, variando el sitio de alimentacién dependiendo
de la especie presente. X. americanum s./., es muy polifago, atacando muchos cultivos anuales y perennes,
ademas de plantas nativas y algunas malezas. Xiphinema index es la especie de mayor agresividad en
Chile, en uva de mesa especialmente y se encuentra ampliamente distribuida en la mayor parte de las zonas
productoras. Se alimenta casi exclusivamente de las puntas de las raices, introduciendo su estilete en los

apices, succionando los contenidos celulares, luego de lo cual puede cambiar de sector dentro de esa raiz o
cambiar de raicilla.
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El nematodo se alimenta en el extremo de las raicillas, y aunque el periodo de alimentacién sea corto,
provoca en ellas detencion del crecimiento resultando una pequeiia hinchazon y el extremo ligeramente
torcido, a su vez se producen nuevas raicillas, las que también son dafadas, dando por resultado masas de
raices con muchas ramificaciones cortitas y deformadas. Si los nematodos persisten alimentandose, las
raices se tornan necréticas, y se destruyen quedando la planta limitada para absorber agua y nutrientes, lo
que finalmente se manifiesta en la parte aérea presentando la planta un aspecto desvigorizado, con brotes
mas cortos, cierta clorosis, falta de follaje, racimos mas expuestos al sol y otros.

Ademas del detrimento que los nematodos del género Xiphinema causan por su dafio directo en la vid, en
este género se encuentran especies que ademas son transmisoras de virus. Algunas especies del grupo
Xiphinema americanum son transmisoras del virus de la mancha anular del tomate, TomRSV, el cual ha sido
detectado en vides en nuestro pais. Segun algunas observaciones en plantas muy infectadas, se puede
sefialar que los sintomas son dificiles de diagnosticar al comienzo de la estacion y aparecen cuando las
plantas estan severamente afectadas; brotes de entrenudos cortos, muertos o débiles.

Xiphinema_index, por otro lado, ademas del dafio directo que causa, es el transmisor del "virus de la hoja en
abanico de la vid" (grape fan leaf virus), importante enfermedad que se manifiesta por provocar en las hojas
una mayor abertura peciolar y deformaciones, sarmientos con entrenudos cortos.. Es especialmente notorio
en variedades viniferas para produccion de vinos tintos.

Mesocriconema sp. Es un organismo conocido cominmente como ‘nematodo anillado”, de habito
ectoparasitario, frecuente en vides y carozos entre otros frutales. Al igual que la mayoria de los nematodos
fitoparasitos se desarrolla bien en suelos livianos, con humedad y temperaturas sobre lo 20° C. En el suelo se
encuentran todos los estados, 4 juveniles y los adultos, mayoritariamente hembras. La especie de mayor
relevancia corresponde a M. xenoplax. Se alimentan no solo de los apices radicales, sino que pueden ir a
zonas posteriores, destruyendo las células de la corteza principalmente, ocasionando zonas necréticas y
alcanzando en algunos tipos de raices, células del floema.

Tylenchulus semipenetrans. Es un nematodo que se califica como semiendoparasito, ya que las hembras
adultas tienen la parte anterior de su cuerpo, cabeza y eséfago enterrada en la raiz y su parte posterior fuera
de esta. Una vez establecida en la planta, pierde la facultad de movilizarse por lo que podria también
considerarse un endoparasito sedentario. Su nombre comdn, “nematodo de los citricos”, deriva del hecho
que sus hospederos principales son este grupo de plantas.

Tylenchulus semipenetrans no produce sintomas muy notorios en las raices, no hay deformaciones
importantes o nodulaciones, fuera de observarse una masa radical de menor crecimiento. Las hembras
adultas exudan una matriz gelatinosa en donde depositan sus huevos Yy que sirve para protegerlos del medio
ambiente. En ataques masivos, esta jalea rodea la raiz, lo que a su vez provoca una fuerte adherencia de las
particulas de suelo, dandoles el aspecto de un diametro mayor y una apariencia bastante mas sucia de lo
normal. Esta es una manifestacion muy tipica de raices parasitadas. Tampoco T. semipenetrans produce un
sintoma claramente definido en la parte aérea de las parras. Al igual que en otros casos solo se aprecia un
menor vigor y disminucién de produccion. El ciclo de vida dura aproximadamente de 6 a 8 semanas a 25°C.
Pratylenchus spp. Conocido con el nombre comin de ‘nematodo de las lesiones radicales”, es un
nematodo endoparasito migratorio, tiene la habilidad de penetrar y salir libremente de las raices y puede
depositar sus huevos dentro o fuera de ellas. Tanto en el suelo como en las raices se encuentran todos los
estados indicados. Existen muchas especies de Pratylenchus, las cuales generalmente son bastante
polifagas, es decir presentan una amplia gama de hospederos. Este nematodo tampoco produce sintomas
especificos a su ataque, reconocibles en la parte aérea de las parras. Se puede apreciar una falta de vigor y
menos crecimiento que en plantas normales, como también una baja de produccion.

Aspectos De Control De Nematodos Fitoparasitos En Vides. Los aspectos de control o manejo de las
poblaciones existentes tienen que ver en primera instancia con la prevencion, de forma tal de no caer en Ia
presencia de poblaciones altas que obliguen al establecimiento de programas curativos.

El control preventivo se refiere basicamente a tomar todas las medidas, desde la plantacién, que impidan o
dificulten el incremento de la plaga. El punto de partida por lo tanto se dirige tanto al establecimiento de la
plantacion en terrenos con bajas poblaciones de nematodos fitoparasitos, como al uso de plantas con un sistema
radical sano, por lo que el origen de ese material es muy importante.

Para tener claridad respecto al estado sanitario del terreno a plantar y de las plantas a utilizar, la Gnica forma de
hacerlo es mediante un analisis nematolégico del suelo y de las raices respectivamente, el cual nos indica los
géneros de nematodos presentes y la cantidad en que se encuentran. De acuerdo a esto podremos implementar
las medidas que nos permitan disminuir sustancialmente la cantidad de parasitos presente.

Cuando no se ha realizado un buen trabajo desde un comienzo, es altamente probable que aparezcan focos de
dafio atribuibles a uno o a varios géneros de nematodos, lo que obliga a iniciar un programa de control o

manejo curativo del problema, lo cual ciertamente involucra ya un dafio al cultivo ademas de un costo
permanente, no contemplado en forma inicial.
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“SITUACION FITOSANITARIA DE LA VID EN CHILE: ENFERMEDADES FUNGOSAS”

Jaime Auger S.
Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile

El cultivo de la vid en Chile es afectado por un importante nimero de agentes fitopatogenos de origen
fungoso, entre los cuales especial mencién tienen los que provocan dafio en los tejidos en crecimiento como
Botrytis, Oidio y Pudricién 4cida, y en algunas temporadas de condiciones climaticas muy himedas Mildiu y
Escoriosis de la vid (Phomopsis viticola). Estas enfermedades son facilmente identificables por los sintomas
caracteristicos que producen y su efecto se traduce en pérdidas directas en la produccién del cultivo. En un
segundo grupo se encuentran las enfermedades que afectan la madera entre las cuales las mas importantes
son “La declinacién y muerte de plantas jovenes” y el envejecimiento de planta adulta como es el caso del
“Enrollamiento Clorético de la vid" (Fomitiporella vitis), y las que afectan el sistema radical, como Phytophthora
y Verticilosis y Pie Negro (Cylindrocarpon destructans).

En la presente exposicion se abordara con mayor detencion a las enfermedades que afectan la madera Yy que
provocan la declinacién de la vid, cuyo efecto no es tan evidente en la etapa inicial de infeccién pero cuyas

perdidas con el tiempo pueden llegar a ser mas destructivas, causando un envejecimiento prematuro y la
muerte de las plantas.

Durante las ultimas temporadas se han observado con bastante frecuencia sintomas de declinacién y muerte
asociados a hongos que infectan el sistema vascular y degradan la madera en vides jovenes, de 1 a 5 afios.
Los hongos que hoy se asocian a este tipo de dafio en las plantas de vides jévenes han estado presentes
siempre en el ecosistema de la vifia o parronal: sin embargo su accion patogénica asociada a sintomas de
declinacion se ha logrado mostrar recientemente, debido a los progresos obtenidos al analizar mas
detenidamente diversos aspectos de la patologia de la vid permitiendo dilucidar situaciones que anteriormente
no lograban ser debidamente explicadas.

Es asi como diversos sintomas -como menor desarrolio general o parcial de las plantas debido a entrenudos
cortos, hojas de menor tamafio, clorosis de la lamina foliar, brotes en zigzag, necrosis vascular- habitualmente
se atribuian a otros agentes causales, como virosis. Por otra parte, generalmente este tipo de plantas
debilitadas morian por la accion de patdgenos oportunistas, atribuyéndoseles a éstos la causa de la
enfermedad.

En relacion a la mayor presencia de hongos asociados a problemas de declinacion, existen diversas hipétesis.
Una de las mas aceptadas es que estos organismos han aumentado paulatinamente en el ecosistema del
huerto por la ausencia de tratamientos con productos fungicidas de amplio espectro. Cabe recordar que hasta
los afios 80 en Europa se utilizaba arseniato de sodio, como aplicacion invernal como una medida de limpieza
del huerto, pero este producto se prohibi6 por problemas de contaminacién ambiental. En Chile, en tanto, se
utilizaban los dinitros como tratamientos erradicantes de estados invernantes. De este modo, hoy los
tratamientos de las diferentes enfermedades de la vid se realizan con productos patégeno-especificos, por lo
tanto no se incluyen en los programas fitosanitarios productos de un espectro de accion mas amplia que
afecten a estos hongos.

Ademas de estas razones, se deben considerar otras situaciones que han contribuido con la propagacion de
estos patogenos. Un ejemplo es lo ocurrido en California, donde el portainjerto mas utilizado hasta comienzos
de los afios 90 era el AXR1 (resistente a filoxera), portainjerto que al perder la resistencia a esa plaga fue
posteriormente reemplazado por otros como: SO4, 101-4, Freedom, C3309, 110R, los cuales son mas
susceptibles a la accién de estos hongos vasculares.

Otras causas para la propagacion de estos hongos son problemas de manejo del cultivo, en los que se
incluyen situaciones de compactacion del suelo, estrés hidrico o estrés provocado, por dafio radicular y

sobresaturacion del suelo, que no permiten que la planta logre un desarrollo adecuado e implemente un
apropiado sistema de defensa.

Sintomas y agentes causales

Los principales sintomas provocados por los hongos de la madera varian dependiendo del tipo de planta,
injertadas o de pie franco. En las plantas sin injerto los sintomas se manifiestan como: menor desarrollo,
entrenudos cortos, hojas pequefias y clorosis laminar, defoliacién prematura y reduccion del diametro de
tronco y brazos. Las vides severamente afectadas pueden causar la muerte de las plantas durante el primér
afo de plantacién. Sin embargo, al podarse a dos yemas en inviernos sucesivos, estas plantas pueden
generalmente continuar creciendo, pero débilmente. Posteriormente, cuando a estas plantas se les deja
carga, ocurre el colapso de la parra. Por lo general este tipo de planta viene infectada desde vivero.
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En las plantas injertadas los sintomas se manifiestan de forma mas severa, principalmente como una
incompatibilidad y/o muerte stbita que generalmente ocurre al entrar en produccién. En estas plantas las
practicas de manejo que minimicen el estrés y maximicen el crecimiento vegetativo son insuficientes para
recuperarlas. Cuando se examina el tronco y brazos de las plantas enfermas, es posible visualizar la
presencia de estrias de color pardo oscuro en el sistema vascular. Este sintoma se presenta en algunos vasos
o en la totalidad del sistema vascular, dependiendo del grado de severidad de la enfermedad. Al realizar un
corte transversal se pueden distinguir puntuaciones pardo oscuras alrededor del xilema, que corresponden al
taponamiento de los vasos xilematicos. Esta coloracién pardo oscura es producto de la oxidacién de
compuestos fendlicos producidos por el micelio del patégeno y la obstruccion de los vasos es consecuencia
del aumento en tamafio de las células parenquimaticas adyacentes, como reaccién propia de la planta para
detener el avance del patégeno.

La declinacion de la planta joven es provocada por un complejo de hongos vasculares, entre los cuales el
principal es el hongo Phaeomoniella chlamydospora (Pch) y cinco especies de Phaeoacremonium. De estas
cinco especies, dos son las principalmente citadas como agentes causales, Ph. inflatipes (Pi) y Ph. aleophilum
(Pa) y en forma secundaria Ph. parasiticum, Ph. angustius y Ph. rubrigenum. Ademas, frecuentemente
participa causando dafio en la madera el hongo Botryosphaeria obtusa.

Algunos microorganismos pueden habitar internamente las plantas sin causar dafio aparente
(microorganismos endéfilos), que en algunos casos bajo ciertas circunstancias son capaces de activarse y
crecer rapidamente causando severos desordenes fisiolégicos en las plantas. Un ejemplo de este tipo de
microorganismos son los hongos Phaeomoniella y Phaeoacremonium spp. que estan asociados a la
declinacion de la vid, habitando internamente en la vid sin causar enfermedad. Sin embargo, a través de
observaciones de campo se ha comprobado que bajo condiciones de estrés -tales como pobre desarrollo
radical, induccion de produccién precoz, baja fertilidad del suelo Yy principalmente estrés hidrico-, se gatilla el
comportamiento patogénico de estos hongos.

Durante la fase patogénica, los hongos invaden el sistema vascular (xilema) de la madera de la vid causando
decoloracién debido a la accién enzimatica, como estrias pardo oscuras, sintoma que solamente se puede
observar cuando se corta el tronco de las plantas afectadas. Estacas provenientes de plantas infectadas no
producen callo tanto en el injerto asi como en estacas de pie franco. Las variedades mas susceptibles no
prosperan en la etapa de vivero, alcanzando un pobre y escaso desarrollo. Es importante mencionar que se
ha comprobado que Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium aleophilum se pueden transmitir a
través de estacas provenientes de plantas madres infectadas asintomaticas. Asimismo, estos hongos
producen gran cantidad de esporas utilizando diversas formas, como es el caso de P. chlamydospora, que
ademas de esporas en coniditforos y picnidios, producen esporas de resistencia del tipo chlamidosporas,
contaminando el suelo y utilizando esta forma como principal via de infectacién de plantas en vivero. La
principal forma de diseminacién aérea es mediante conidias o picniosporas, las cuales inician la infeccion
contaminando los cortes de poda.

A medida que la planta envejece, estos hongos predisponen a la madera a la infeccién por otros hongos,
particularmente aquellos que producen pudricion blanda como es el caso del Enrollamiento clorético,

enfermedad que se desarrolla principalmente en vides de 8 afios y mayores, resultando finalmente en la
pérdida total de la planta adulta.

Sintomas de Pie Negro y su causa

Asociado a la declinacién de planta joven o favorecido por la presencia de Phaeomoniella y
Phaeoacremonium spp., se manifiesta otra enfermedad que afecta a la vid denominada “Pie Negro” y que es
causada por un hongo del suelo del género Cylindrocarpon. Este hongo es un habitante comtn del suelo,
frecuentemente asociado a la raiz de plantas herbaceas y lefiosas y que sobrevive como sapréfito o parasito
facultativo, y ha sido identificado causando el sindiome de Pie Negro en nuestro pais.

Los sintomas ocasionados por C. destructans que corresponden a un decaimiento general de la planta;
entrenudos cortos y hojas pequefias, y generalmente se confunden con los de declinacion. Las plantas
afectadas por C. destructans desarrollan sintomas de necrosis en raices y cuellos; las raices adquieren un
color pardo oscuro a negro. Para sobrevivir la planta produce raices en la parte superior, formandose de esta

manera una segunda capa de raices mas superficiales. Las plantas severamente afectadas brotan y mueren o
simplemente no brotan.
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Medidas de control

Hasta la fecha las recomendaciones para viveristas y viticultores se basan en la limitada informacién
disponible. Los métodos de diagnéstico para la deteccion en gran escala del o los agentes causales de la
declinacién de planta joven aun estan en proceso de perfeccionamiento, existiendo buenas perspectivas de
contar pronto con pruebas rapidas de diagnostico que permitan detectar el ADN del patégeno en plantas
asintomaticas, y con esto poder desarrollar un esquema de certificacion de plantas libres de hongos
vasculares.

El método de diagnéstico utilizado hasta la fecha es mediante el aislamiento en medios de cultivo in vitro, el
cual es particularmente dificil en este tipo de hongos, que se caracterizan por presentar un lento desarrollo.
Investigadores sudafricanos recomiendan el tratamiento de estacas de vid en dormancia con agua caliente a
50°C por 30 minutos. Temperatura a 51°C puede causar dafio a las estacas y reducir su viabilidad, asi como
la temperatura bajo 49°C permitiria la sobrevivencia de los patégenos. Sin embargo, ensayos con agua
caliente en California han demostrado que este tratamiento no elimina a P. chlamydospora.

Actualmente, resultados generados en el Laboratorio de Fitopatologia Frutal del Departamento de Sanidad
Vegetal de la Universidad de Chile, basados en ensayos de control in vitro con fungicidas sobre los
principales hongos causantes de declinacion de planta joven, permiten establecer que su aplicacién en
ensayos de invernadero y de campo evitarian la dispersion de la enfermedad, evitando la infeccion de cortes
de poda o recuperando plantas ya infectadas.

Finalmente, no obstante lo anteriormente indicado es importante sefialar que la principal medida de control de
este complejo cuadro patolégico es sin lugar a dudas la prevencién evitando la infectacion de las plantas y
optimizando el crecimiento de estas mediante practicas culturales adecuadas que minimicen el estrés y
mantengan a las plantas sanas y vigorosas.
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APLICACION DE LA BIOTECNOLOGIA PARA EL CONTROL DE VIRUS Y FITOPLASMAS
Humberto Prieto E.
INIA - La Platina

Cucumovirus del Mosaico del Pepino (CMV) o para los Potyvirus del Anillado de la Papaya (PRSV), del
Mosaico Amarillo de la Calabaza (ZYMV) y del Mosaico de la Sandia tipo Il (WMV-11) (Provvidenti, R., 1993).
En estos programas se ha utilizado la aproximacioén tradicional del retrocruzamiento reiterado, para
incorporar (introgresar) genes de resistencia a ciertos cultivares de interés comercial, utilizando
generalmente, fuentes de resistencia de especies silvestres. Como se prevé, son necesarias varias
generaciones de individuos retrocruzados antes de que se obtenga una nueva variedad de caracteristicas
aceptables para su uso comercial. A pesar de esto, resulta evidente que en la mayoria de los casos, los
mejoradores no disponen de fuentes naturales de resistencia para utilizarlas, o aun cuando se hayan identificado
algunos loci de resistencia para virus, ellos se encuentran en materiales silvestres y, por lo tanto, su introduccién
como caracter estable hacia variedades mejoradas requiere al menos, de su identificacién genética inequivoca,
con una gran inversion de tiempo y dinero.

Técnicas de ingenieria genetica y biologia molecular han permitido acortar de manera significativa el tiempo

especie (Gibbs, A., 1969). La Proteccién Cruzada ha sido utilizada en la agricultura con fines comerciales por
varias décadas en todo el mundo (Hamilton, R., 1980). En Japén, mas de un millén de plantas de tomate,
destinadas tanto para el mercado de consumo fresco de tomate como para tomate destinado a
procesamiento, presentan proteccién conferida contra CMV, ya que portan un RNA satélite derivado de una
cepa japonesa atenuada del mismo virus (Samaya et al., 1993). En este mismo cultivo, otro ejemplo lo

(CTV) (Fulton, 1986) y el PRSV (Yeh et al., 1988), respectivamente. En el ambito de los cultivos de
propagacion vegetativa, la utilizacion de Proteccién Cruzada tiene como ejemplos muy importantes a las
frutillas y algunas variedades de especies florales.

Con la aparicion de algunos sistemas de transformacién genética de plantas, se observd que este mismo
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virales se han desarrollado en plantas, tratando incluso de buscarse estrategias que eviten el uso de plantas

transgénicas a través de la aplicacion directa sobre hojas de las construcciones quiméricas inductoras de

silenciamiento.

Una estrategia paralela al uso del silenciamiento génico como via de control de virus en plantas, es el

desarrollo de anticuerpos especificos de ratén contra la proteina de cubierta de estos virus y el uso de sus

genes para el desarrollo de construcciones quiméricas que se expresen en plantas transgénicas. Estas

construcciones pueden expresar estos genes de anticuerpo completa o parcialmente (“plantibodies”) (Voss et

al, 1995), estrategia que ha reducido la tasa de multiplicacién viral exitosamente en dichas plantas

transgénicas (Baum et al., 1996).

Por otro lado, los fitoplasmas representan una enfermedad emergente de gran impacto proyectado en los
sistemas agricolas. Inicialmente llamados Organismos Similes de Micoplasmas (mycoplasma-like organisms),
estos procariontes endocelulares sin pared celular se han descrito en mas de 600 enfermedades afectando al
menos 300 especies vegetales (McCoy et al., 1989; Kirkpatrick,1992). Sin embargo y debido a su complejo
comportamiento biolégico, estos se constituyen en los patégenos mas pobremente caracterizados a la fecha.
Es sabido que habitan los haces vasculares floematicos y que debido a esto, su mecanismo de transmisién
son insectos que se alimentan precisamente de fluidos de estos haces (Tsai, 1979). La misma estrategia del
uso de “plantibodies” especificos para proteinas de cubierta virales, se ha utilizado para generar plantas
transgénicas que expresan anticuerpos contra proteinas principales de membrana ("major membrane protein”
o0 “immunodominant membrana protein”) de algunos fitoplasmas (Garnier et al., 1990). Plantas de tabaco
transformadas con el gen del anticuerpo que reconoce la proteina mayor del “stolbur phytoplasma”, han
mostrado tras dos meses de infeccién, no poseer sintomas de la enfermedad (Le Gall et al., 1998). Un nuevo
blanco de bloqueo ha aparecido recientemente al describirse proteinas codificadas por DNAs extra-
cromosomales en estos organismos (similares a los plasmidios de las bacterias), cuyos genes pueden

codificar proteinas que estén especificamente involucradas en la patogenicidad de los fitoplasmas (Nishigawa
et al., 2001).
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PRESENTACION PROYECTO FIA: “ELABORACION DE UN SISTEMA CONFIABLE PARA LA
DETECCION Y CARACTERIZACION DE VIRUS Y FITOPLASMAS QUE AFECTAN A LA VID”

Jaime R. Montealegre A.
Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile

La superficie plantada con uva vinifera y de mesa en Chile se estima en mas de 162.000 hectareas (110.000 y
52.685 ha respectivamente), siendo estos dos cultivos fruticolas unos de los mas relevantes para la
agricultura chilena, no sélo como fuente de divisas para el pais, sino también como fuente de trabajo directo e
indirecto para las empresas asociadas al rubro.

Lo anterior ha llevado a una mayor produccién de ambos tipos de uva y por lo tanto una mayor exportacién de
vinos y de uva de mesa; sin embargo, a pesar del desarrollo tecnolégico alcanzado por el cultivo en Chile,

existia carencia de informacion respecto a la causa y diagnéstico de enfermedades ocasionadas por
fitoplasmas, virus y viroides.

En muchos casos, los sintomas producidos por estos fitopatégenos pueden pasar inadvertidos en plantas
asintomaticas, o bien éstos asociarse a otras causas como deficiencias nutricionales, factores abiéticos, etc.:
sin embargo, los efectos se manifiestan de diferentes formas, lo cual dificulta una evaluacién precisa de las
pérdidas. Estas pérdidas pueden a veces estar asociadas a disminucién de rendimiento, menor crecimiento
de las plantas, cambios e irregularidades de coloracion de la fruta, disminucion de calibre, retardos de
madurez, baja concentracion de azucares, aumento de susceptibilidad a ofros fitopatogenos, efectos
sinérgicos con otros patégenos (ej. fitoplasmas + hongos), muerte de plantas e incompatibilidad del patron-
injerto. Lo anterior, el mayor costo interno de produccion y considerando los menores precios obtenidos por el
vino y uva de exportacién debido a la competencia en el mercado internacional, hace que dia a dia los
margenes de ganancias sean menores para el productor chileno. Por lo que estas pérdidas a la fecha casi no
consideradas, gravitaran cada dia mas en el resultado econdmico del cultivo.

Considerando estos antecedentes, en el Proyecto FIA:BID-PI-C-2001-1-A-013 financiado por la Fundacién
para la Innovacion Agraria (FIA), desarrollado por la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de
Chile, en colaboracién con la Universidad de Bologna (ltalia), UNIVIVEROS S.A. y Vifia Santa Rita SA., se
propone poner a punto la técnica de amplificacion génica PCR (Polymerase Chain Reaction) para la deteccion
de fitoplasmas y virus en vides viniferas y de mesa. En el caso de deteccién de virus se ha realizado
utilizando como apoyo a PCR, la técnica inmunolégica ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay).

El proyecto se ha ejecutado realizando una prospeccion en las zonas productivas de mayor importancia en el
pais (regiones IV, V, VI, Vil y Metropolitana). Junto con identificar los agentes causales, se caracterizaran
genéticamente a los tres patogenos mas importantes y al final del proyecto se realizara una evaluacién
técnico-econdmica de los métodos de diagnéstico utilizados.

La informacién obtenida, permitira poner las bases para obtener en un futuro cercano, la recuperacién de
germoplasma valioso infectado por fitoplasmas, virus y virus afines, utilizando las técnicas desarrolladas en
apoyo a la limpieza de material vegetal: sin embargo, también plantea la necesidad de investigar en estos
fitopatogenos la situacion en la |l Region de Chile, su incidencia, severidad, vectores asociados en la
transmision y su manejo en la produccion de uvas en Chile.
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IMPACTO DE VIRUS Y VIROIDES EN VID A NIVEL MUNDIAL

Michele Digiaro
Istituto Agronomico Mediterraneo, Valenzano (Ba), ltaly

Introduccién

Han sido identificados alrededor de 70 entre virus, viroides y fitoplasmas en la vid, lo que significa el nimero
mas alto en absoluto de entidades infectivas registrado en un mismo cultivo. Los virus ya superan
abundantemente cincuenta especies, pero de ellos solo la mitad esta implicado en la etiologia de
enfermedades de importancia econdémica. Estos son capaces de alterar las normales funciones fisiologicas de
la planta interviniendo en los mecanismos que regulan la fotosintesis, la respiracién, las actividades
enzimaticas, el balance hormonal, el transporte floematico, el metabolismo de los azicares y del nitrégeno. De
esto deriva uno o méas de los siguientes efectos: progresivo decaimiento y muerte de la planta, reducida
cantidad y calidad de produccion, reduccién del ciclo productivo del vifiedo, modificacién de la composicion de
los mostos, reducida capacidad rizégena del material de propagacion, reducido prendimiento de los injertos y
reduccion de la resistencia a factores abidticos y bi6ticos.

Degeneracion infecciosa y decaimiento

Ambas enfermedades son causadas por virus de los géneros Nepovirus e Sadwavirus. El estado degenerativo
producido por Grapevine fanleaf virus (GFLV) en las principales area viticolas mundiales y por otros nepovirus
europeos en algunas dreas relativamente restringida de Europa central y balcanica, es internacionalmente
conocido con el nombre de “fan-leaf” (hoja en abanico). Con el nombre de decline (decaimiento) en cambio se
hace referencia a las analogas enfermedades de la vid provocadas en Norteamérica (USA e Canada) por
nepovirus americanos.

GFLV posee cepas deformantes y cromégenas. Las primeras provocan sintomas caracterizados por
malformaciones foliares (senos peciolares y marginales amplios, hojas como perejil, hojas asimétricas,
nervaduras principales muy juntas) y de los brotes (entrenudos cortos, crecimiento a zig-zag, nudos dobles,
fasciaciones, bifurcaciones) ademas de varios tipos de alteraciones cromaticas cloréticas (mosaicos, manchas
lineales y anulares). Los racimos son a menudo mas pequenos y menos numerosos de lo normal, maduran
irregularmente y pueden mostrar varios grados de corrimiento. Las pérdida varian desde 5-10% hasta el 90%
0 mas.

Las cepas cromégenas son responsables de la amarillez infecciosa, enfermedad particularmente evidente en
primavera por las vivaces amarilleces de las hojas que la caracterizan.

En lo que se refiere al decaimiento, la sintomatologia de campo es parecida a aquella de la degeneracion
infecciosa, pero puede variar en el tipo y en la variedad de los sintomas segun las diferentes virulencias de las
cepas virales, las condiciones ambientales, la sensibilidad varietal y otros aspectos biolégicos y agronémicos
del mismo vifiedo.

Como todos los otros virus, los nepovirus se transmiten a larga y media distancia con el material de
propagacion infectado. Dentro del mismo vifiedo la transmision ocurre a través de nematodos longidoridos con
un mecanismo de transmisién de tipo semipersistente. La relacion virus-nematodo es altamente especifica,
por lo tanto cada virus puede ser trasmitido solo por una o pocas especies de nematodos (véase Tab. 1).

Tab. 1 - Nepovirus y Sadwavirus (SLRSV) encontrados en la vid y sus vectores

Virus Vector
A. Degeneraciones infecciosas
(Nepovirus euro-asiaticos)

Grapevine fanleaf virus (GFLV) Xiphinema index
Arabis mosaic virus (ArMV) X. diversicaudatum
Raspberry ringspot virus (RpRSV) Paralongidorus maximus
Tomato black ring virus (TBRV) Longidorus attenuatus
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) X. diversicaudatum
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV) desconocido
Artichoke Italian latent virus (AILV) desconocido
Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV) desconocido

Cherry leaf roll virus (CLRV) desconocido
Grapevine Anatolian ringspot virus (GARSV) desconocido
Grapevine deformation virus (GDefV) desconocido
Grapevine Tunisina ringspot virus (GTRSV) desconocido
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B. Decaimiento (Decline)
(Nepovirus americanos)
Tomato ringspot virus (TORSV)

- vein yellowing strain X. califomicum
- decline strain X. nivesi, X. americanum (sensu stricto)
Tobacco ringspot virus (TRSV) X. americanum (sensu lato)
Peach rosette mosaic virus (PRMV) X. americanum (sensu stricto), L. elongates, L.
diadecturus
Blueberry leaf mottle virus (BBLMV) . desconocido

Enrollado de la vid

Es sin duda la virosis mas difundida en el mundo. En su etiologia estan implicadas al menos nueves distintas
entidades virales filamentosas, de las cuales una pertenece al genero Closterovirus (GLRaV-2) y las otras en
general clasificadas en el genero Ampelovirus (GLRaVs).

La sintomatologia en la vid europea consiste en el enrollamiento hacia abajo de la lamina foliar acompanado
de amarillez o enrojecimiento internerval, segun se trate de variedades de uva blanca o roja. Este sintoma
comienza a aparecer al final del verano y tiende a acentuarse en otofio. Resulta alterado sobretodo el sistema
de conduccién de la planta y el aparato fotosintético de las hojas. Como resultado las plantas infectadas
pueden mostrar una reduccion del vigor vegetativo y de la produccion (en promedio desde el 10% hasta el 60-
70%), formar racimos mas chicos que maduran iregularmente y tienen bajo contenido de azdcar y mayor
acidez.

El enrollado de la vid se difunde sobretodo con el material de propagacion. Sin embargo en la transmisién a
breve distancia no es irrelevante el rol en cuatro de sus agentes (GLRaV-1, GLRaV-3, GLRaV-5 e GLRaVv-9)
realizado por coccidos y pseudocéccidos (véase Tab. 2), en forma aparentemente inespecifica y con
modalidad semipersistente. Los portainjertos hibridos americanos, aunque infectados, no muestran sintomas,
lo que sin duda ha contribuido a favorecer la propagacion de la enfermedad en todo el mundo.

Tab. 2 - Virus asoclados al enrollado de la vid y sus vectores

Virus Especles de céccidos y pseudocéceidos vectores

GLRaV-1 Helicoccus bohemicus, Phenacoccus aceris, Parthenolecanium comi, Neopulvinaria
innumerabilis

GLRaV-3 Planococcus ficus, P, citri, Pseudococcus longispinus. Ps. affinis, Ps.calceolariae, Ps.
vibumi, Ps. marnitimus, Ps comstocki, Pulvinaria vitis

GLRaV-5 Ps. longispinus

GLRaVv-8 Ps. longispinus

Madera rugosa

Es una enfermedad presente en todas las &reas viticolas del mundo y se manifiesta sobretodo en plantas
injertadas. Las plantas enfermas muestran un ligero retardo en la brotacion , un generalizado estado de
decaimiento, vegetacién reducida y menor productividad (desde el 20-30% hasta la total esterilidad). En los
casos mas graves pueden incluso morir. Los sintomas especificos de la enfermedad se observan en la
madera bajo de la corteza al nivel del punto de injerto y consisten en acanaladuras mas 0 menos profundas, a
las cuales corresponden protuberancias en la zona del cambio. Estos sintomas pueden comprometer tanto la
variedad como el portainjerto, determinando dafios que repercuten en la funcionalidad de floema y xilema. La
excesiva suberosidad de la corteza y la gran diferencia de diametro entre portainjerto y variedad a veces
favorecen la individuacién de las plantas infectadas. Grande son los dafios en el material viveristico porque
hay reduccién de produccién de madera, de raices y de porcentaje de prendimiento de los injertos.

grooving (KSG) y LN33 stem grooving (LNSG). Para al menos tres de los mencionados sindromes han sido
identificados los posibles agentes etiologicos. En particular, los vitivirus GVA y GVB parecerian estar
asociados respectivamente a KSG y CB, mientras que GRSPaV a RSP. De otros vitivirus que infectan a la vid
(GVC, GVD e GVE) existe solamente la sospecha del posible rol etiologico en la enfermedad, todavia no
corroborado por evidencias experimentalés.

Para su transmisién en campo al menos dos de los agentes identificados de la madera rugosa (GVA y GVB)
utilizan algunas de las mismas especies de coccidos y pseudocéccidos activos en la transmisién del

enrollamiento foliar (véase Tab. 3), lo que explica la frecuente asociacién en que las dos enfermedades se
encuentran en la naturaleza.
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Tab. 3 - Virus asoclados a la madera rugosa y sus vectores

Enfermedad Virus Especie de coccidos y peseudocéccidos vectores

KSG GVA P. citni, P. ficus, P. longispinus, P. affinis, P. comstocki, N. innumerabilis
CB GvB P. ficus, P. longispinus. P.. affinis

LNSG desconocido desconocido

RSP GRSPaV desconocido (polen?)

Fleck

Fleck es una enfermedad latente con distribucién mundial que pero se expresa solamente en V. rupestris con
sintomas foliares como esclarecimientos de las nervaduras de tercero y cuarto orden, bien visible en contra
luz y, en las formas graves, con malformaciones de las laminas foliares y una evidente reduccion de la
vegetacion. Su presencia puede reducir la produccion de raices y el prendimiento de injertos en V. rupestris y
otros de sus hibridos, ademas del vigor vegetativo de las plantas en el vivero.

El agente de la enfermedad es el virus homénimo Grapevine fleck (GFkV), un virus esférico de localizacion
floematica, del genero Maculavirus.

La notable difusion de la enfermedad en las zonas viticolas de todo el mundo se atribuye a la propagacién de
material infectado, la mayor parte de las veces asintomatico. Vectores naturales no han sido identificados, si
bién no falten observaciones que indican la posible difusién natural de la enfermedad.

Incompatibilidad al punto de injerto

En estos Ultimos afios han crecido las indicaciones de graves desordenes que se manifiestan en vides
barbadas ya sea en el vivero o en jovenes vifiedos, a pocos anos del trasplante. Las jévenes vides crecen con
dificultad, los brotes son cortos, las hojas son pequeiias, enrolladas y con coloracion amarilla y rojiza segun el
color da las bayas. El punto de injerto se engruesa y pueden desarrollarse en el portainjerto lesiones
necroticas de diversa extension. Las plantas enfermas decaen y pueden morir en el lapso de uno o dos afios.
Casos de este tipo de incompatibilidad han sido detectados en Europa (sobretodo con Kober 5BB), California,
Nueva Zelandia, Australia y Chile.

El agente infectivo que mas frecuentemente se encuentra en las vides sintomaticas es el Grapevine leafroli-
associated virus-2 (GLRaV-2), un closterovirus ubiquitario, presente en la naturaleza con una multiplicidad de
variantes moleculares, que sin embargo parecen ser bastante uniformes serologicamente. GLRaV-2 no tiene
vectores conocidos, se transmite con el material de propagacion y puede estar presente en forma latente en
algunas combinaciones de injerto.

En California ha sido identificada una forma de la enfermedad que se manifiesta con sintomas caracteristicos
de lesiones necréticas en el portainjerto. En este caso el posible agente responsable ha sido identificado en
una variante molecular de GLRaV-2, que sin embargo no provoca el enrojecimiento tipico del enrollado de la
vid en los indicadores lefiosos, al que ha sido dado el nombre de Grapevine rootstock stem lesion- associated
virus (GRSLa-V).

No es improbable que otros virus —no aon identificados y/o algunos de los agentes ya conocidos de la madera
rugosa- puedan determinar los fenémenos de desafinidad sefialados.

Enfermedades virus afines a etiologia desconocida

En esta categoria entran numerosas enfermedades cuyos agentes etiologicos son aln en parte o del todo
desconocidos. Merecen una particular mencion, por los graves dafios que causan en Francia, Argentina y
Sudgrica el “Syrah disease”, y en Italia aquella del “bushy stunt”, sobretodo en combinacién de injerto con el
140 Ru.

Otra importante enfermedad de este grupo es aquella de las enaciones. Esta se manifiesta con notable
discontinuidad, pero cuando aparece puede causar dafios bastante importantes a la vegetacion, con
repercusiones notables (hasta el 30-50%) sobre la produccién.

Por su importante difusion en los vifiedos de todo el mundo, mas que por la entidad de los dafios provocado,
deben recordarse también la necrosis y el mosaico de las nervaduras. Su deteccién se realiza por injerto en
los indicadores especificos 110 R y Vitis riparia. Recientemente la necrosis de las nervaduras ha sido
reconocida como una posible manifestacién sintomatolégica producida por el virus GRSPaV su 110 R.

Enfermedades causadas por viroides

Al contrario de otras especies fruticolas los virdides en la vid no parecen provocar graves alteraciones desde
un punto de vista econémicos. Son ubiquitarias y seguramente muy difundidas. Han sido detectadas al menos
cinco distintas especies (véase Tab. 4), de las cuales solamente dos asociadas a claros sintomas estivales de

26



TUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

yellow speckle y vein banding. Las decoloraciones perinervales, en sus manifestaciones mas claras, a
menudo se deben a la combinacién de GYSVd con GFLV.

Tab. 4 - Viroides encontrados en vid

Especie Genero Enfermedad
Grapevine yellow speckle viroid— 1 (GYSVd-1) Apscaviroid yellow speckle
Grapevine yellow speckle viroid— 2 (GYSvd-2) Apscaviroid yellow speckle
Australian Grapevine viroid (AGVd) Apscaviroid latente

Hop stunt viroid (HSVd) Hostuviroid no sefalada
Citrus exocortis viroid (CEVd) Pospiviroid no sefialada
Diagnéstico

Las virosis de la vid son sobretodo identificables en campo en base a los sintomas inducidos. Sin embargo las
infecciones latentes son mas bien frecuentes y no son raros los casos en que especies virales diferentes son
capaces de causar la misma enfermedad. Las observaciones en terreno son esenciales para el
reconocimiento preliminar porque dan utiles informaciones sobre las condiciones sanitaria generales de los
vifiedos examinados, pero proporcionan pocas certezas sobre la naturaleza y el tipo de los agentes etioldgicos
involucrados en las enfermedades observadas. Para un diagnostico mas preciso y confiable es necesario por
lo tanto recurrir a prueba de laboratorio. Gracias a los progresos realizados en este sector muchos agentes
virales de la vid, incluyendo casi todos aquellos responsables de las enfermedades mas importantes, pueden
hoy ser identificados rapidamente (en 1-3 dias) recurriendo a técnicas de diagnostico serolégicas (ELISA) o
molecular (hibridacién molecular, PCR), para la realizacion de las cuales es posible faciimente adquirir en las
empresas comerciales todos los reactivos (kits de antisueros, sondas y partidores) necesarios. No obstante
esto, las técnicas de diagnostico biolégicos (transmisién mecanica en hospederos herbaceos, indexaje en
indicadores lefiosos), que han dominado la escena hasta los afios 70, conservan todavia su importancia
sobretodo para el diagnéstico de aquellas enfermedades de etiologia todavia incierta o del todo desconocidas,
y ademas para apoyar el diagndstico de agentes virales para los cuales las mas refinadas técnicas
serolégicas o moleculares muestran limitaciones de aplicacion (por escasa sensibilidad de los reactivos,
irregular distribucién del virus en la planta, exceso de sustancias inhibidoras, etc.)

Estrategias de control

Como es de amplio conocimiento, el control de las virosis no se puede realizar con los comunes métodos
directos de tipo fisico o quimico, sino que debe ser efectuada exclusivamente con métodos preventivos. Los
mas importantes son los siguientes:

- uso de variedades y/o portainjertos resistentes o tolerantes a las virosis 0 a sus vectores. Estas formas de
resistencias se pueden encontrar en el &mbito de la misma especie o adquirir en manera no convencional
(plantas transgénicas) de otras especies vegetales o no (esta practica es hoy técnicamente posible, pero
encuentra muchos obstaculos de tipo ético y legislativo en muchos paises);

- control de los vectores naturales de la enfermedad (encuentra a menudo muchas limitaciones de
aplicacién, y por eso no es muy eficaz);

- multiplicacion y distribucién de material de propagacion “sano” o “sanitariamente mejorado”, procedente de
programas de seleccién clonal y sanitaria y/o de saneamiento (termoterapia, cultivo de meristemas,
embriogénesis somatica);

- adecuada accion de control en las aduanas para impedir la entrada de virus exéticos (atn no presentes en
el pais) a través de eficaces acciones de cuarentena.
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VIRUS QUE AFECTAN A LA VID EN CHILE

Nicola Fiore
Departamento de Produccién Agricola, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile

Introduccién

Los virus son agentes infecciosos visibles soélo al microscopio electronico. Estan constituidos por una
envoltura cuya naturaleza es esencialmente proteica y que contiene un solo tipo de acido nucleicos (RNA o
DNA). Son capaces de replicarse solamente en células vivas porque carecen de una estructura celular y de
metabolismo propio, por lo que dependen de las células hospederas para su replicacion. Ellos llegan a ser
parte de un sistema viviente solamente después de que su material genético ha sido introducido al interior de
una célula hospedera y empieza a multiplicarse utilizando los mecanismos biolégicos de la célula misma.

En especifico, el acido nucleico de los virus que afectan a la vid es RNA a simple hebra y de sentido positivo.

Hospedero de 55 virus, la vid se coloca dentro de los cultivos mas afectados en el mundo por estos agentes
infeccioso, cuya peligrosidad es acentuada por la existencia de modalidades de difusion eficientes que actian
principalmente a través de nematodos e insectos.

La dnica medida de control posible consiste en obtener y multiplicar plantas libres de virus.

Los resultados de recientes investigaciones conducidas por la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile, indican que los principales virus responsables de pérdidas econémicas en la vides
chilenas son Grapevine fanleaf (GFLV), Grapevine fleck (GFkV), Grapevine virus A (GVA), Grapevine leafroll
associated-virus 1, 2 y 3 (GLRaV-1, 2 y 3) y Grapevine rupestris stem pitting associated-virus (GRSPaV).
Preocupa también Grapevine virus B (GVB), aunque aparentemente su presencia no es muy frecuente.

Principales virosis

GFLV es el virus de ia “hoja en abanico” o “degeneracion infecciosa” de la vid. Pertenece al Género
Nepovirus. Es muy frecuente y universalmente difundido. De este virus se conocen dos cepas: una que
produce deformaciones y la otra que induce alteraciones de color en las hojas. En el primer caso es muy
comun la aparicion de deformaciones a cargo de hojas y sarmientos, hay también entrenudos cortos,
corredura de racimos y maduracion irregular de bayas. La alteracion del color consiste principalmente en la
aparicion en primavera de fuertes amarilleces o mosaicos blandos que reducen notoriamente la actividad
fotosintética de la planta.

En ambos casos hay una reduccion de la vida (til de las plantas afectadas, del porcentaje de éxito de los
injertos y del numero de plantas barbadas obtenidas durante la propagacién en viveros.

GLRaVs es un grupo de virus perteneciente a la Familia Closteroviridae. Se trata de nueve virus que son
serologicamente diferentes entre ellos. Ademas se ha informado de otros dos en via de caracterizacion que
podrian pronto sumarse a este largo listado, el cual probablemente no terminara de crecer a futuro. Los
sintomas en las hojas consisten en un enrollamiento hacia el envés, con leve amarillez de la lamina foliar en
variedades de uva blanca y enrojecimiento en la de uva tinta, en la cual normalmente la modificacién del color
no incluye a las nervaduras. También hay corredura de racimos, y en las bayas disminucién de la cantidad de
azlcares y aumento de acidez total. Siempre en variedades tintas se puede observar parcial o total falta de
coloracién de las bayas acercandose el periodo de cosecha.

De los casi once “leafroll” los mas frecuentes resultan ser los primeros tres, denominados GLRaV-1 ,ay 3.

El Grapevine rootstock stem lesion-associated virus (GRSLaV) es una variante del GLRaV-2. Ambos han sido
relacionados con casos de incompatibilidad en plantas injertadas.

El “complejo de la madera rugosa” es una enfermedad grave compuesta por cuatro diferentes sindromes,
Rupestris stem pitting, Corky bark, Kober stem grooving y LN33 stem grooving, que pueden ser identificados a
través de ensayos biolégicos en plantas indicadoras del género Vitis.

Los efectos negativos del complejo de la madera rugosa consisten en la pérdida de vigor de las plantas,
atraso en la brotacion, formaciéon de engrosamientos en el punto de injerto, acanaladuras en la madera tanto

del portainjerto como de la variedad. En varios casos la enfermedad puede ser latente (presencia de infeccion
sin aparicién de sintomas), con sensible reduccién de las pérdidas.

Cuatro Vitivirus (GVA, GVB, GVC y GVD) y un Foveavirus (GRSPaV) han sido asociados a las vides

afectadas por el complejo de la madera rugosa. Para Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB) y
Grapevine rupestris stem pitting (GRSPaV) ha sido comprobado su rol como agente etioldgico de tres
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sindromes del complejo respectivamente: Kober stem grooving, Corky bark y Rupestris stem pitting.

GFkV o marbruna es latente en Vitis vinifera y en muchos hibridos americanos manifestandose solo en V
.rupestris St.George, con decoloracién de las nervaduras secundarias, deformaciones de las hojas y reduccion
del crecimiento. Las alteraciones cromaticas son mas evidentes en primavera.

Ha sido evidenciada la transmisién natural en campo, pero sin poder individualizar el vector responsable.

Es dificil poder estimar los dafios producidos por esta virosis como consecuencia de su estado de latencia. Sin
embargo, ha sido comprobado que reduce el porcentaje de éxito de los injertos, reduce la capacidad de
producir raices en V. rupestris y reduce el vigor de algunos portainjertos.

Tanto el fleck como los GLRaVs y los virus del “complejo de la madera rugosa” poseen un habitat
exclusivamente floematico.

Situacién en Chile

Desde el 2002 al 2004 se realizé una prospeccion en vifiedos y parronales ubicados en las regiones IV, V, VI,
VIl y Metropolitana para la identificacion de plantas con sintomas atribuibles a la presencia de virus ylo
fitoplasmas. Se recolectaron 1500 muestras con o sin sintomas que fueron analizadas mediante las técnicas
de ELISA ylo amplificacién por PCR de secuencias de cDNA viral (RT-PCR) para la deteccién de los virus
GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV, GVA, GVB, GRSPaV, Grapevine rootstock stem lesion-associated virus
(GRSLaV), Tomato ringspot (ToSRV), Arabis mosaic (ArMV) y Strawberry latent ringspot (SLRV).

Los resultados de la investigacion revelaron que el 29,5 de las muestras analizadas con ELISA estaban
infectadas por al menos uno de los virus antes mencionados. En particular se detecté la presencia de GFLV,
GLRaV-1, 2, 3, GVA y ArMV, informando ademas por primera vez en Chile la presencia de GFkV, GVB,
GRSPaV y GRSLaV. Los virus detectados con mayor frecuencia fueron GLRaV-2 y GFkV. Cercano a cero el
porcentaje de plantas infectadas por ArMV, mientras nunca ha sido detectada la presencia de SLRV y ToRSV.

Control

El uso de material de multiplicacién sano es el primer paso a cumplir para poder evitar problemas en vifias y
parronales en produccion. La prevencioén se apoya fundamentalmente en las técnicas de deteccién, cuya
optimizacion consiste en elevar sensibilidad y especificidad, reduciendo costos y tiempos de respuesta.

Es muy importante también realizar un control constante de los vectores naturales tales como nematodos,
chanchitos blancos y conchuelas. Al mismo tiempo es necesario eliminar posibles fuentes de inéculo presente
en el huerto o en su cercania, tal como plantas en produccion que manifiestan sintomas y hospederos
secundarios de estos patogenos.

Otra opcién consiste en evaluar la posibilidad de utilizar plantas resistentes y saneadas. Estas ultimas
obtenidas utilizando la técnica de termoterapia.
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IMPACTOS DE LOS FITOPLASMAS EN VID A NIVEL MUNDIAL

Assunta Bertaccini
DiSTA. Patologia vegetale - Aima Mater Studiorum, Universita di Bologna

Desde hace mas de cincuenta afios se conocen y estudian enfermedades infecciosas de la vid conocidas con
el nombre de amarilleces, sin embargo es solo en los Ultimos veinte afios que estas enfermedades se han
difundido de manera importante, como por otra parte se ha difundido también la viticultura a nivel mundial. Las
amarilleces de la vid y su forma mas conocida -denominada flavescencia dorada- son enfermedades
asociadas a la presencia de fitoplasmas. Estos ultimos son microorganismos unicelulares que viven y se
multiplican en el floema de las plantas infectadas y en la hemolinfa de sus insectos vectores. Las
enfermedades asociadas a la presencia de fitoplasmas pueden ser tan devastadoras hasta llegar ser
responsables, en algunos casos, de la pérdida completa de la produccién viticola en las regiones en las que
son endémicas o en las que son introducidas. En todo caso generalmente provocan una reduccion de vigor y
fruta de escasa calidad. La incapacidad de cultivar estos patégenos en sustratos artificiales ha frenado mucho
los progresos en el estudio de sus caracteristicas biologicas y de los procesos patogenéticos, pero con el uso
de técnicas moleculares de diagnéstico ahora existe la posibilidad de conocer y controlar estas enfermedades.
En vid los sintomas més frecuentes y tipicos asociados a la presencia de fitoplasmas son parecidos en todas
las areas de cultivo y para todas las variedades: clorosis de las nervaduras, decoloraciones generalizadas o
sectoriales de las hojas que se ponen amarillo-doradas en los cultivos de baya blanca y rojo vivo en las de
baya roja, enrollamiento hacia el envés de la lamina foliar, lignificacién irregular de los sarmientos, abortos
florales y deshidratacion de las bayas.

Los fitoplasmas que provocan amarilleces en la vid individualizados hasta hoy pertenecen a siete diferentes
grupos ribosomales, los dos mas difundidos en el hemisferio boreal son aquellos asociados a las dos
enfermedades denominadas flavescencia dorada (FD) y madera negra (BN). El fitoplasma asociado a
flavescencia dorada es un organismo de cuarentena en el ambito de la Comunidad Europea y se difundi6 en
Europa pese a las reglamentaciones de control, erradicacién y proteccién de los campos de plantas madres
en vigor en Francia desde 1987 y en ltalia y Espafa desde el 2000. Los fitoplasmas asociados a FD estan
representados por dos isoformas molecularmente distinguibles en base al gen que codifica por la subunidad
16 del RNA ribosomal (16S rRNA) que han sido colocadas en los subgrupos ribosomales 16SrV-C y 16SrV-D
respectivamente. De estas dos isoformas una resulta genéticamente estable, mientras la otra (FD-C) se
muestra mas variable. El vector de esta fitoplasmosis es el cicadelido Scaphoideus titanus (Ball), insecto
mondfago que vive exclusivamente en plantas de vid, en donde efectia una sola generacion al afio; inverna
como huevo dentro del ritidoma de los sarmientos de dos o mas afios.

La madera negra, conocida también con el nombre francés de “Bois Noir" (BN), es la amarillez de la vid
asociada a fitoplasmas del grupo ribosomal 16SrXII-A (stolbur) presente en toda Europa, en Asia Menor y
también en América del Sur. El vector de la enfermedad conocido en Europa es Hyalesthes obsoletus
Signoret, un insecto homéptero augquenorrinco perteneciente a la familia de los Cixidos, difundido en todo el
continente Europeo y en toda la cuenca del Mediterraneo.

En ltalia, Israel y Virginia (USA) han sido ademas detectados en vid fitoplasmas del grupo 16Srlll, el subgrupo
fue determinado solo en Virginia y resultd ser 16Srlll-J, hasta ahora sefialado solo en vid. En algunas areas
viticolas italianas han sido detectados fitoplasmas del grupo de la amarillez del olmo (16SrV-A), los
fitoplasmas de este subgrupo no pueden ser considerados FD, ya que presentan vectores distintos de esta
dltima, como sucede en algunas regiones de Alemania en que esté presente en vid un fitoplasma 16SrV-C
cuyo vector es Oncopsis alni y no S. titanus, no encontrado en estas zonas.

En algunos vifiedos europeos (Hungria y Serbia) han sido individualizados ademas fitoplasmas pertenecientes
al grupo ribosémico 16SrX-B -tipicamente asociados en general a fitoplasmosis de los frutales- a veces en
infecciones mixtas con BN o FD. También los fitoplasmas del grupo aster yellows (16Srl) han sido detectados
en vid tanto en Europa como en América del Norte y del Sur: los subgrupos identificados fueron 16Srl-A,
16Srl-B y 16Srl-C; sin embargo seria interesante subrayar que, al menos en ltalia, en algunos casos estos
fitoplasmas han sido detectados en vides asintomaticas.

En lo que se refiere al Hemisferio austral las investigaciones son menos numerosas. En los vifiedos
australianos se identificaron en algunas éreas fitoplasmas genéticamente afines a los de BN ya que
pertenecen al grupo ribosomal 16SrXII-B. Los dafios mas relevantes sin embargo se asociaron a la presencia
de fitoplasmas pertenecientes al grupo ribosomal 16Srll-A tipicamente muy difundido también en otros cultivos
no solo en el area australiana-neozelandesa, sino también en las limitrofes regiones asiaticas.

Un caso interesante y particular es el chileno, en donde junto con fitoplasmas individuados en otras areas

viticolas mundiales, han sido tipicamente detectados fitoplasmas pertenecientes al grupo ribosomal 16SrVII-A
(ash yellows) y tambien algunas variantes de BN y de 16Sr1-B.
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Es necesario especificar que fuera de Europa los fitoplasmas mas difundidos son distintos de BN y FD,
aunque el impacto en los cuarteles afectados no es menos grave ya que a menudo los sintomas asociados a
estos patogenos infectivos se confunden con problemas fisiologicos o de manejo agronémico. Por lo tanto las
plantas infectadas no se eliminan en forma inmediata y representan una peligrosa fuente de indculo
especialmente en consideracién a la presencia de vectores.

Las fitoplasmosis, como todas las enfermedades infectivas sistémicas pueden ser transmitidas también a
través del material de propagacién. Esta transmisibilidad al puede ser limitada si se toman adecuadas
precauciones como por ejemplo evitar la utilizacién de material sintomatico o proveniente de zonas infectadas
y evitar la infestacion de S. titanus que, poniendo los huevos bajo la madera, podria ser transportado en areas
en las que no estad presente. Poco o nada se sabe sobre el denominado periodo de latencia, es decir el
periodo que va desde la implantacion a la manifestacion de los sintomas. En espera de ulteriores
informaciones sobre este importante problema, para reducir los riesgos relativos a la difusién epidémica de
fitoplasmosis en nuevas areas viticolas es necesario por lo tanto intervenir en dos niveles: controlar el territorio
para asegurarse de la ausencia de vectores (cuando y si conocidos) y verificar la ausencia de los sintomas

tipicos en el material destinado a la multiplicacién, utilizando la deteccion molecular en apoyo al analisis
visual.

Fitoplasmas detectados en vid en el mundo

Estado Denominacién enfermedad Grupo,subgrupo ribosomal
Australia Amarillez 16Srll, 16SrXII-B
Chile Amarillez 16Sr1-C,16SrXII-A, 16SrVII-A,
16Sri-B
Croacia Madera negra 16SrXII-A
Francia Flavescencia dorada 16SrV-C y 16SrV-D
Madera negra 16SrXII-A
Alemania Amarillez 16Srv-C
Vergilbungskrankheit 16SrXII-A
Israel y Medio oriente Madera negra 16SrXII-A
Amarillez 16Srlli
Italia Flavescencia dorada 16SrV-C y 16SrV-D
Madera negra 16SrXII-A
Amarillez 16Srl-B, 16Srl-C, 16Srlll, 16SrV-
A, 16SrX
Portugal Madera negra 16SrXII-A
Flavescencia dorada(*) 16SrV-D
Serbia & Montenegro Madera negra 16SrXII-A
Flavescencia dorada 16Srv-C
Amarillez 16SrX-B
Eslovenia Madera negra 16SrXII-A
Amarillez 16Srl
Espafia Flavescencia dorada 16SrV-D
Madera negra 16SrXII-A
Hungria Madera negra 16SrXII-A
Amarillez 16SrXII-B
USA, Virginia Amarillez 16Sri-A, 16Srlll
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FITOPLASMAS QUE AFECTAN A LA VID EN CHILE

Angela Gajardo Serra
Departamento de Produccién Agricola, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile

La vid (Vitis vinifera L.) es susceptible a la infeccién por diversos microorganismos fitopatogenos entre los que
destacan los virus, viroides y fitoplasmas, asociados a variadas enfermedades que disminuyen la calidad y
produccion de sus cosechas. Los fitoplasmas son organismos procariontes sin pared celular pertenecientes a
la clase Mollicutes, conocidos anteriormente como "Mycoplasma-like organisms” (MLOs), que se encuentran

en el floema de las plantas infectadas, utilizando los elementos nutritivos de la savia e interfiriendo con el
transporte normal de los productos fotosintéticos.

Las enfermedades producidas por fitoplasmas en vides son conocidas en forma genérica como Amarilleces de
la vid ("Grapevine yellows"), afectando a todas sus variedades silvestres y cultivadas. Estan distribuidas en
grandes zonas de Europa, América del Norte, Asia Menor y Australia, y recientemente se ha confirmado su
presencia en Chile. La infeccion esta asociada al desarrollo de una serie de sintomas caracteristicos, entre los
cuales destaca la decoloracién de hojas. Las manchas que se originan son de tipo difuso o angular de color
amarillo en las variedades blancas y rojizo en las negras. Ademas las hojas se enrollan y endurecen, hay
lignificacion irregular de los sarmientos y en su totalidad las plantas afectadas presentan decaimiento, que se
expresa como alteraciones del crecimiento y falta de vigor. En algunos casos se llega a la muerte de las
plantas. En las bayas aumenta el contenido acido y disminuye la concentracion de aziicares, con bajas en la
calidad de los vinos elaborados utilizando estas uvas'.

Los sintomas asociados a la presencia de fitoplasmas varian en intensidad y distribucion, dependiendo de la
variedad de las vides, del tipo de microorganismo presente, de las condiciones ambientales y del manejo

agronomico de las plantaciones. No es posible relacionar la sintomatologia de las plantas infectadas con la
identidad de los fitoplasmas presentes en ellas.

Los estudios realizados a la fecha han permitido establecer que los amarilleces de la vid observados en las
vifias y parronales de la zona central de Chile estan asociados a la presencia de fitoplasmas de diferente tipo,
identificandose aislados pertenecientes a los_subgrupos 16Srl-B (Aster yellows), 16Srl-C (Clover phyliody),
16SrVII-A (Ash yellows) y 16SrXII-A (Stolbur)®. Se ha detectado la presencia de infecciones Unicas o mixtas

de fitoplasmas en un 40% de las muestras analizadas durante los afios 2002-2004, indicacién de la gravedad
del problema en Chile.

Los fitoplasmas pertenecientes a los Aster yellows estan ampliamente distribuidos en el mundo, y han sido
detectados en gran nimero de especies vegetales. En vides producen amarilleces leves que disminuyen la
productividad y la calidad de las bayas pero que no comprometen mayormente la vitalidad de las vides. Sin
embargo, al asociarse con hongos y/o virus fitopatégenos pueden actuar en forma sinérgica, agravando los
sintomas y produciendo la muerte de las plantas infectadas.

Hasta la realizacién de nuestros estudio se desconocia la existencia del grupo Ash yellows en vides, por lo
cual no existe informacién previa sobre las consecuencias de la infeccion en este hospedero. Estos
fitoplasmas fueron descritos por primera vez en América del Norte como agentes causales de enfermedades
en diversas especies de los géneros Fraxinus y Syringa , produciendo amarilleces de hojas, proliferacion de
brotes basales, pérdida de la dominancia apical, disminucién del crecimiento y declinacién. En Sudamérica
han sido encontrados en Brazil asociados a plantas enfermas de Erigeron sp. y Catharanthus roseus con
sintomas de escoba de bruja y clorosis foliar y recientemente en Colombia en &rboles de fresno. Cabe

destacar que estos fitoplasmas estan presentes también en cultivos europeos de Hypericum perforatum,
especie de la cual existen extensas plantaciones en el sur de Chile.

Los fitoplasmas del grupo Stolbur han sido encontrados en todos los paises viticolas del mundo, asociados a
la grave enfermedad Bois Noir, de caracter epidémico en varios paises de Europa. Durante los andlisis en
vides chilenas se encontraron tanto fitoplasmas referibles al subgrupo 16SrXIl-A como otros aislados cuyos
patrones de restriccién y secuencias nucleotidicas difieren de los fitoplasmas identificados a la fecha.

La informacién disponible parece sugerir que en vides chilenas existen fitoplasmas que provienen de la
introduccion de material vegetal infectado que ha sido propagado en nuestro pais, pero que también existen
cepas endémicas que pueden estar siendo transmitidas por insectos vectores, provenientes de plantas
herbaceas infectadas que actien como reservorio de estos patégenos. Se hace urgente la necesidad de
realizar estudios mas acabados sobre el tema con el fin de establecer claramente la etiologia y epidemiologia
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de las amarilleces, identificando las cepas de fitoplasmas importantes desde el punto de vista patologico para
tomar las medidas de prevencion necesaria y evitar la difusién de estos microorganismos en nuestro pais.
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CERTIFICACION DE PLANTAS FRUTALES
Manuel Toro Ugalde

Encargado Nacional Certificacion de Plantas Frutales
Divisién Semillas, Servicio Agricola y Ganadero

El éxito de una empresa de produccién de frutas depende, en gran medida, de la calidad de las plantas con
que se establece un huerto. Dentro de los factores productivos que afectan a la calidad de la fruta se
encuentran los diferentes patégenos que las afectan. Uno de los problemas fitopatolégicos de mayor
incidencia mundial, y que afecta al desarrollo de las plantas y la calidad de la produccién son las
enfermedades causadas por virus. En el cultivo de la vid, a nivel mundial se han identificado 55 virus
diferentes, sin considerar los agentes infecciosos afines a virus tales como viroides y fitoplasmas. Por las
razones antes expuestas es que plantas enfermas y que no correspondan a la variedad planificada, seran
factores determinantes en el éxito comercial de la empresa.

La certificacion de plantas frutales ha sido la respuesta a una necesidad cada vez mas creciente de contar,
por un lado, con un producto de calidad comprobada y por el otro con sistemas productivos de plantas de
vivero que respondan a las necesidades de seguridad fitosanitaria frente a problemas presentes como el PPV,
y potenciales como la Tristeza de los citricos, entre muchos otros.

En la actualidad, y desde hace varias décadas en el mundo se cuenta con Programas de Certificacién en
diversas especies, los cuales han tenido en la mayoria de los casos un éxito comprobado.

Chile se encuentra en una situacion privilegiada desde el punto de vista geografico para el ingreso de plagas
exoticas, sin embargo estas barreras no han sido suficientes, produciéndose el establecimiento de plagas tan
graves como el PPV. La evolucién de los medios de transporte ha facilitado el traslado de las personas a
cualquier rincon del planeta y si consideramos que el hombre es el principal vector de plagas agricolas, las
barreras naturales y los servicios de proteccién agricola ya no son suficientes. Es claro que no existen
sistemas infalibles y por lo demés los mismos se apoyan en un componente de confianza en las personas, el
cual muchas veces no es respetado.

Los Programas de Certificacion son la respuesta a muchos de los problemas antes mencionados y su
generalizacion sera la respuesta del pais al control de plagas de importancia econémica que afectan el
establecimiento y posterior éxito de los huertos. Un programa de certificacion garantiza la calidad fitosanitaria
de las plantas certificadas hasta el momento de su venta, ya que una vez en el huerto comercial se veran
expuestas a las condiciones donde se desarrollan aquellas plagas de las que fueron halladas sanas. En
nuestro pais, la mayoria del material de propagacion disponible para la venta, tanto para uva de mesa como
vides para vinificacion, corresponde a material calificado como corriente. Esto significa que los diferentes

viveros solo pueden acreditar que el material es obtenido de plantas madres vigorosas y aparentemente libres
de enfermedades sobre la base de una inspeccién visual.

EL SERVICIO AGRICOLA Y GANADERO Y LA CERTIFICACION

El SAG, segun lo estipula la Ley de Semillas N° 1.764 del afio 1977, es el encargado de dictar las normas
generales y especificas por las que se regira el proceso de certificacion de semillas y plantas frutales.

El Decreto Supremo N° 195 del 2 de julio de 1979, que reglamenta la Ley de Semillas, sefiala que la
certificacién sera realizada por el Servicio Agricola y Ganadero de acuerdo con las normas de este

reglamento y con las normas generales o especificas que, para cada especie o cultivar dispone el mismo
servicio, asesorado por el Comité Técnico Normativo.

La resolucion N° 2086 del 01 de agosto de 2003 establece las Normas Especificas de Certificacion de
Material de Propagacion de Vitis spp.

NORMAS DE CERTIFICACION DE PLANTAS FRUTALES

La certificacion de plantas frutales persigue tres objetivos claros:

1° Garantizar la obtencién de una planta terminada libre de las plagas establecidas en cada normativa.
2° Garantizar la genuidad varietal

3° Mantener la trazabilidad a lo largo de la cadena productiva

Los factores de manejo productivo que establece cada normativa, estan compuestos por las medidas de
aislamiento, manejo de las plantas, técnicas de diagnéstico, tolerancias, frecuencias de analisis,
intensidades de andlisis y la genuidad varietal, entre otros.
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Etapas de la certificacion

El proceso de certificacion esta constituido por etapas productivas, las cuales tendran en general
caracteristicas similares para todas las especies, estableciéndose diferencias especificas desde el punto de

vista de aislamiento, frecuencia e intensidad de analisis y forma de propagacién e incrementacién del material
certificado segun la especie.

Blogques Productivos

Banco de Germoplasma: Corresponde a material vegetal, principalmente de reserva, del cual se extraera en
forma esporadica material para la formacion de otros bloques productivos. Este material vegetal de reserva
esta constituido por plantas madres en un bajo nimero.

Bloque Fundacidn: Este bloque productivo se forma a partir de material vegetal proveniente del Banco de
Germoplasma, y esta constituido por plantas madres mantenidas en condiciones de aislamiento, cuyo objetivo
es ser fuente de material de propagacion y para realizar las pruebas de comprobacion varietal. Este bloque es
100% testado.

Bloque Incremento: Se forma a partir de material vegetal proveniente del Blogque Fundacién y esta
constituido por plantas madres mantenidas en condiciones de aislamiento (Invernadero o campo), testado
parcialmente, segun la frecuencia de analisis determinada para las plagas consideradas en la normativa
especifica.

Bloque Certificado: Se forma a partir del Bloque anterior y esta constituido por la planta certificada final, que

corresponde a la planta que se entrega al productor. Este Blogque también se mantiene en condiciones de
aislamiento (Invernadero o campo).

La certificacion de plantas frutales en Chile

La certificacion es un sistema voluntario de participacion supervisado por el organismo oficial, y requiere del
apoyo y trabajo comprometido de instituciones como las Universidades, Institutos de Investigacion,
asociaciones de viveristas, etc., y por supuesto de los productores nacionales a través de su toma de
conciencia de la importancia que tiene el establecimiento de huertos comerciales con plantas sanas y
varietalmente genuinas.

Los programas que en la actualidad se encuentran en pleno desarrollo son los de produccién de plantas de
carozos, citricos y frutillas, iniciandose durante el afio 2004 el proceso de diagnéstico sanitario de plantas de
vides.

El SAG tiene como objetivo que las normativas de certificacion actual y las que estan en periodo de
actualizacién, no sean un documento rigido desde el punto de vista de su contenido, es decir, que afio a afio
se realizaran reuniones del Comité Normativo, con el objetivo de discutir el desarrollo de la certificacion, la
actualizacion de las exigencias, el mejoramiento y el perfeccionamiento general de la normativa. Es
importante destacar, que esta orientacion dinamica del Servicio no va en desmedro del cumplimiento estricto
de los requerimientos especificos, sino en apoyo de una funcién mas efectiva.

NORMA DE CERTIFICACION DE MATERIAL DE PROPAGACION DE VIDES

La resolucion que establece la Certificacion de Material de Propagacion de Vitis spp. se dict6 el 01 de agosto
de 2003 y en ella participaron los distintos entes involucrados en esta area como los Departamentos de
Proteccion Agricola y el de Laboratorios del SAG, la Asociacion Gremial de Viveros Frutales, la Universidad
de Chile, la Universidad de Talca y viveristas.

La normativa establece una serie de requisitos como aislaciones, plazos de utilizacion de los materiales,

plagas, frecuencia e intensidad de muestreo y técnicas de diagnéstico, entre otros, los que son presentados
en los siguientes cuadros:
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Cuadro 1. Condiciones de aislamiento y plazo de utilizacion para las distintas etapas

Etapa

Condiciones de Aislamiento Perfodo
de utilizacion
Banco de Germoplasma |En Invernadero a prueba de insectos, doble puerta, sistema de desinfeccion 25 afios
en la entrada. Cada planta debera estar en un contenedor con sustrato inerte o
desinfectado, este contenedor no deberd estar en contacto directo con el suelo
Bloque Fundacion En campo: 30 m de cualquier plantacion comercial o vivero corriente de Vitis spp 15 aflos
Bloque Comprobacion  |Sin aislacion
varietal
En Invernadero: Idem Banco de Germoplasma
|Bloque Pre-Incremento o 10 afios
En campo: 20 m de cualquier plantacion comercial o vivero corriente de Vitis spp
En Invernadero: Idem Banco de Germoplasma
Bloque Incremento ] 10 afios
En campo: 20 m de cualquier plantacién comercial o vivero corriente de Vitis spp
‘B-!oqua Certificado En Invernadero: Idem Banco de Germoplasma
{porta-injerton y variedades) o 1 aflo desde la injertacion
En campo: 20 mt de cualquier plantacion comercial o vivero corriente de Vilis spp o plantacién

Cuadro 2. Plagas de control permanente en el Programa de Certificacion y su

Técnica de Deteccion

Tobacco Ringspot Virus (TRSV)

ENFERMEDAD Técnica de
Diagnéstico
Degeneracién
Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) ELISA/ RT-PCR / Indexaje
Arabis Mosaic Virus (ArMV) ELISA/ RT-PCR / Indexaje
Strawberry Latent Ringspot Virus (SLRSV) ELISA /RT - PCR
Declinacién
Tomato Ringspot Virus (ToRSV) ELISA/ RT-PCR / Indexaje

ELISA/ RT-PCR / Indexaje

Complejo de Leafroil

lesion associated virus (GRSLaV)

GLRaV 1a7 ELISA/ RT-PCR / Indexaje
Complejo Rugoso de la Madera

LN33 Stem Grooving Indexaje

Rupestris Stem Pitting (RSPaV) RT-PCR - Indexaje

Kober Stem Grooving (GVA) ELISA/ RT-PCR / Indexaje

Corky Bark (GVB) ELISA/ RT-PCR / Indexaje

Fleck ELISA/ RT-PCR / Indexaje

Enfermedades causadas PCR / Indexaje

por fitoplasmas

Grapevine rootstock stem PCR
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Cuadro 3. Intensidad, frecuencia y técnica de analisis de plantas madres

Etapa de N° de plantas Técnica de Frecuencia | Re-muestreo
Certificacion a muestrear Diagnéstico
Banco Germoplasma 11 ELISA / RT-PCR y Transmision 1 afio no
a hospederos herbaceos
Indexaje 5 afos
Bloque Fundacién * 17 ELISA / RT-PCR y Transmisién 1 afio no
a hospederos herbaceos
Indexaje 5 aflos
Bloque Pre-incremento 175 ELISA/ RT-PCR y Transmision | 1 aho 172
a hospederos herbaceos
Eloque Incremento 1750 ELISA / RT-PCR y Transmision 1 afo 110
a hospederos herbaceos
Bloque Certificado 175000 ELISA Tano

* CUANDO CORRESPONDA

Cuadro 4. Indicadores para deteccion de virus y fitoplasmas en vides

Indicadores

Virus o Enfermedad a identificar

Cabernet Franc Leaf Roll

Vitis rupestris St George GFLV, Fleck, RSPaV, Corky Bark
Kober 5bb Kober Stem Grooving, ToRSV
LN33 LN33 Stem Grooving, Corky Bark
Siegfriedrebe ArMV

Chardonnay Fitoplasmas, TRSV

En la siguiente figura se presenta el esquema de la certificacion de material de propagacion de vides,
en ella se observan las distintas etapas de multiplicacion y los anélisis sanitarios que se deben realizar.
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Figura 1. Esquema de la certificacién de plantas de vides
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La certificacion de material de propagacién de vides en Chile

El programa de certificacion de material de propagacion de vides se inici6 formalmente después de
dictada la resolucién con la presentacion de 13 clones de Carmenere por la Fundaciéon Agro UC,
posteriormente se presentaron 5 variedades de vides viniferas (Cabernet sauvignon, Chardonnay, Cabernet
franc, Syrah y Merlot) y 4 variedades de uva de mesa (Auttumn royal, Crimson , Flame y Thompson). En la
actualidad todos estos materiales se encuentran en periodo de andlisis fitosanitario, el cual se realizé en una
primera etapa por ELISA y ahora por técnicas méas sensibles como RT-PCR e indexaje segun lo establecido
por la normativa vigente. De resultar negativos todos estos analisis se procedera a formar parte del Banco
Germoplasma del primer Programa de Certificacion de Plantas de Vides.
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Sala de Video Conferencia en la
BIBLIOTECA RUY BARBOSA

Facultad de Ciencias Agronémicas
Universidad de Chile. Campus Antumapu.
Santa Rosa 11315, Paradero 32, La Pintana.

VALOR INSCRIPCION
Sin costo
Cupos limitados.

INSCRIPCIONES E INFORMACION
Consultas a: Sra. Ana Maria Pino

Facultad de Ciencias Agronémicas,
Universidad de Chile

Santa Rosa 11315 - Casilla 1004, Santiago
Fono-Fax: 6785916

E-mail: ampel@123click.cl

PARTICIPANTES

Ing. Agr. M.Sc. Erwin Aballay
Ing. Agr. Nicola Fiore

Ing. Agr. Jaime R. Montealegre

COORDINADORES
Jaime R. Montealegre
Nicola Fiore

FINANCIADO POR FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA (FIA)
PROYECTO CODIGO BIOT-01-A-013
“Elaboracién de un sistema confiable para la
deteccion y caracterizacion de virus y fitoplasmas
que afectan a la vid”

-

GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION ACRARIA

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

DIA DE CAMPO

“VIRUS Y FITOPLASMAS EN VID:
OBSERVACIONES DE SINTOMAS
Y LOGROS OBTENIDOS A LA
FECHA EN EL MARCO DEL
PROYECTO
BIOT-01-A-013”

27 de enero de 2004

SANTIAGO, CHILE - 2004



PROGRAMA

9:30-9:45 Bienvenida e introduccién.
Avances del Proyecto: “Elaboracion
de un sistema confiable para la
deteccion y caracterizacion de virus
y fitoplasmas que afectan a la vid".

Jaime Montealegre

9:45-10:30 Sintomatologia producida por virus
y fitoplasmas en vides chilenas.

Nicola Fiore

10:30- 11:00 Café

11:00 - 12:30

13:00 - 14:00

Observacion de plantas de vid
con sintomas producidos por
virus y fitoplasmas.

Visita a los laboratorios de
Nematologia, Certificacion
Frutal y observacion de Ia
realizacion del diagnostico para
virus, fitoplasmas y nematodos.

Jaime Montealegre
Nicola Fiore
Erwin Aballay

Invitacion a un almuerzo en el
casino de la Facultad.
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UNIVERSIDAD DE CHILE &

FACULTAD DE CIENCIAS GOBIERNO DE CHILE
AGRONOMICAS FUNDACION PARA LA
INNOVACON ACRARIA

MARIO SILVA 6., Decano de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de
Chile, tiene el agrado de invitar a usted a participar en el Dia de Campo "VIRUS Y
FITOPLASMAS EN VID:  OBSERVACIONES DE SINTOMAS Y LOGROS
OBTENIDOS A LA FECHA EN EL MARCO DEL PROYECTO BIOT-01-A-013
(Elaboracién de un sistema confiable para la deteccion y caracterizacién de virus y
fitoplasmas que afectan a la vid)", financiado por la Fundacién para la Innovacién
Agraria (FIA), que se realizard el 27 de enero de 2004, a las 9:30 horas, en la Sala
de Video Conferencia en la Biblioteca Ruy Barbosa de la Facultad de Ciencias
Agrondmicas, ubicada en Avenida Santa Rosa 11315, Santiago.

RSVP: (2) 6785916.

Santiago, 12 de enero de 2004.



ASISTENTES A DIA DE CAMPO.

27 de enero de 2004
APELLIDO NOMBRE EMPRESA

1|Araya Carolina USACH

2|Azua Armando Universidad de Chile

3{Correa Jose Universidad de Chile

4|Correa Ferrer Loreto Universidad de Chile

5|Estrada Mauricio Universidad de Chile

6|Femandez Pamela Universidad de Chile

7 |NUfez Becerra David Universidad de Chile

8|0breque Johanna USACH

S|Pizaito Eleonora Universidad de Chile
10{Prat Loreto Universidad de Chile
11{Prodan Simona Universidad de Chile
12{Rojas Gabriela USACH
14|Schiass Espinoza Macarena Universidad de Chile
15| Stegmann Rodrigo Universidad de Chile
16{Valdivia Carlos Universidad de Chile
17)|Vera Jorge USACH
18|Villaseca Maureen Universidad de Chile 24
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ASISTENTES A DIA DE CAMPO.

27 de enero de 2004
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13 Leaf Gerardo Vifia Haras de Pirque
14{Lillo Claudio PUC
15|Lorca Mariene Viveros Copequen
16|Marty Pascal Fruticola Viconto
17 |Medina Victor Hugo Exportadora Rio Blanco S.A.
18{Muiioz Marcela Viveros El Tambo S.A.
19{Palma Caamario Maria Antonieta [SAG- 5* Regidn
20{Peppi Hugo Exportadora Rio Blanéo S.A.
21{Puabla Cordova Placido Vifia Los Vascos
22(Riveros Ana Maria Connexion Ltda.
23|Rodriguez vMiguel Los Aromos
24|Rosales Marlene INIA-La Platina
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Participacion a Congresos Nacionales



* Xl CONGRESO SOCIEDAD
CHILENA DE FITOPATOLOGIA ”

HOTEL CABANAS DEL LAGO, 1, 2, 3 Y 4 DE OCTUBRE DE 2002
PUERTO VARAS — X REGION - CHILE

Libro de Restiimenes

Organiza
Instituto de Investigaciones Agropecuarias
Centro Regional de Investigacién Remehue

Colabora
Laboratorio Regional Osorno
Servicio Agricola y Ganadero

Puerto Varas - Chile 2002



XII CONGRESO SOCIEDAD CHILENA DE FITOPATOLOGIA. Puerto Varas - Chile, Oct. 2002

L33.
“NUEVOS REPORTES DE ENFERMEDADES VIRALES EN VIDES CHILENAS”

“New reports of viral diseases in chilean grapevines”

N. FIORE, J. MONTEALEGRE, E. ABALLAY, S. PRODAN, P. FERNANDEZ, R.
REYES Y A. PINO

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agrondmicas.Casilla 1004, Santiago. Fono/Fax: (56) 2

6785726. E-mail: nicolafiore 2000cl@yahoo.com

Dentro del marco del proyecto FIA “Elaboracién de un sistema confiable para la deteccion
y caracterizacion de virus y fitoplasmas que afectan a la vid” se procedi6 a efectuar una
prospeccion en vifiedos y parronales ubicados en la IV V, VI, VII y Regién Metropolitana,
en plantas con sintomas atribuibles a presencia de virus como en asintomaticas. Se visitaron
parronales y vifiedos desde donde se recolectaron muestras las que se analizaron a través de
la técnica ELISA para los siguientes virus: GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV, GVA, GVB,
ToRSV, ArMV y SLRSV. Una parte de las muestras recolectadas se analizaron a través de
RT-PCR para el diagnéstico de GRSPaV y GRSLaV. El 60,7% de las plantas analizadas
con ELISA resultaron positivas por lo menos a un virus. El estudio revela la presencia de
GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GVA, ArMV y ToRSV, ademas se reporta por primera vez en
Chile la presencia de GFkV, GVB, GRSPaV y GRSLaV. Los virus que se detectaron con
mayor frecuencia fueron GLRaV-2 y Fleck.

Proyecto FIA BIOT-01-A-13

INSTITUTO DE INVESTIGACTONES AGROPECUARIAS - Centro Regional de Investigacién Remehue, Osorno
-44 -




XII CONGRESO SOCIEDAD CHILENA DE FITOPATOLOGIA. Puerto Varas - Chile, Oct. 2002

L34.

“REPORTE DE FITOPLASMAS PERTENECIENTES AL SUBGRUPO 16SrI-C EN
VIDES CHILENAS”

“Report of 16SrI-C subgroup phytoplasmas in chilean grapevines”

FIORE' N, BOTTF S., MONTEALEGRE' J. Y BERTACCINE A

'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas. Casilla 1004, Santiago. Fono/Fax: (56)

26785726. E-mail: nicolafiore_2000cl@yahoo.com ‘Universita di Bologna, DiSTA Patologia
Vegetale

Durante el otofio 2002 se encontraron, en vifiedos ubicados en la VI y Region
Metropolitana, plantas que presentaban sintomas tales como: decaimiento, hojas enrolladas,
amarillez del follaje en el caso de cepas de uva blanca y enrojecimiento del tejido foliar y
de las nervaduras en uvas tintas. También se consideraron plantas que presentaban bayas
parcialmente deshidratadas y con los sarmientos insuficientemente lignificados
(preferentemente alrededor de los nudos). El 4cido nucleico total extraido desde las
nervaduras de hojas procedentes de plantas con la sintomatologia antes indicada, se analizé
a través de PCR con los partidores universales P1/P7, cuyo producto-de amplificacién fue
procesado a través de un “ Nested-PCR ” con los partidores universales R16F2/R2 seguidos
por una ulterior amplificacién con partidores especificos para los grupos ribosomal de
fitoplasmas 16Srl y 16SrXII [R16(I)F1/R1]. Sobre los amplicones obtenidos se procedid a
efectuar un analisis del perfil de restriccién enzimatico (RFLP) con Trul y Tsp35091 que
permitié ubicar a los fitoplasmas dentro del grupo 16Srl (aster yellows group), subgrupo C.
Las muestras positivas se obtuvieron en plantas de las variedades Carmenere, Petit Syrah y
Chardonnay. Estos antecedentes constituyen el primer reporte de fitoplasmas pertenecientes
al subgrupo 16SrI-C en vides chilenas.

Proyecto FIA BIOT-01-A-13

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARTAS - Centro Regional de Investigacidn Remehue, Osorno
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P4.
“RESULTADOS PRELIMINARES SOBRE LA ETIOLOGIA DEL DECAIMIENTO
EN PLANTAS DE UVA DE MESA INJERTADAS”

“Preliminary results on decline etiology of grafted table grape plants”

N. FIORE ', J. MONTEALEGRE', H. PRIETO?, Y S. PRODAN!

'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas. Casilla 1004, Santiago. Fono/Fax: (56) 2

6785726.E-mail: nicolafiore_2000cl@yahoo.com *Instituto de Investigaciones Agropecuarias La
Platina, Santiago

En plantas injertadas de uva de mesa cultivadas en la V, VI y RM se encontraron sintomas
tales como exceso de crecimiento en el punto de unién patrén/injerto, menor desarrollo
vegetativo, hojas enrolladas y declinacién. Esta sintomatologia se produce desde los
primeros meses después del trasplante y en los casos més graves se puede llegar hasta la
muerte de las mismas. Al observar los tejidos interno, en el punto de unién patrén/injerto,
los elementos conductores del portainjerto se encuentran parcialmente soldados a los de la
variedad con presencia de necrosis. Se han visitado alrededor de 16 predios que
presentaban el problema y las variedades mas afectadas son principalmente Thompson
Seedless, Red Globe, Flame, Superior y Crimson Seedless sobre diferentes portainjertos
tales como: Harmony, Freedom, Paulsen 1103 y Richter 110. Se han analizados alrededor
de 80 muestras a través de ELISA para 10 virus (GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV, GVA,
GVB, ToRSV, SLRSV y ArMV) y RT-PCR para 5 virus (GLRaV-2, GRSLaV, GRSPaV,
GVA y GVB). También se realizaron andlisis para determinar presencia de hongos y
bacterias. En la mayoria de los casos los resultados fueron positivos para GLRaV-2 y -
GFkV, seguidos por GRSPaV, GRSLaV y GVA. Nunca se detecté Agrobacterium vitis, ni
hongos directamente responsables de la alteracién observada. Muestras de Red Globe
positivas con ELISA a GLRaV-2, dieron resultado positivo solo para GRSLaV con RT-
PCR. Esto indica que existiria una posibilidad de reaccion cruzada con GRSLaV utilizando
antisueros comerciales para el diagnéstico de GLRaV-2. Los resultados obtenidos a la
fecha muestran que la etiologia de este desorden no es simple. Si bien es cierto que, con
diferente incidencia y en los

casos mas graves, se han encontrados GLRaV-2, GRSLaV. GRSPaV. GVA y GFkV,

todavia no se explica porque muestras analizadas resultan negativas a todos los virus antes
mencionados.

Proyecto FIA BIOT-01-A-13

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS - Centro Regional de Investigacion Remehue, Osorno
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RESUMENES

medio (6-15 %); alto (16-30%) y severo(> 30 %). Con
los valores, se determing el grado de ataque de
acuerdo a la férmula de Townsend y Heuberger. Se
concluyé que dos aplicaciones durante la floracién
ejercen similar control que 5 aplicaciones desde pre-
flor a baya de 6-8 mm. Asimismo, se determiné que
las aplicaciones tanto en pre-flor (antes de caliptras
partidas) como en baya de 6-8 mm no tienen ninguna
incidencia en el control de esta plaga en uva de mesa.

1Tl'at:aiq realizado con financiamiento de Dow Agrosciences.
radecimientes a Sr. Carlos Merino

O 44 IDENTIFICACION DEL
CLOSTEROVIRUS GRAPEVINE LEAFROLL-
2 (GLRaV-2), EN CULTIVARES DE UVA DE
MESA CON SEVEROS SINTOMAS DE
INCOMPATIBILIDAD

Auger, Jaime; Narvaez, Claudio y Esterio, Marcela

Departamento de Sanidad Voaeul. Facultad de Ciencias Agronémicas.
Universidad de Chile. Santa Rosa 11315, Santiago. Chile. E-mail:
jauger@abeilo.dic.uchile.dl.

En Chile la mayor superficie de uva de mesa se
encuentra sobre pie franco, pero en Ios (iltimos afios
por diferentes razones, (suelos de replante con
antecedentes de alta infestacién de nematodos u
otros problemas locales), se ha recurrido a la utilizacién
de portainjertos tolerantes a este tipo de problemas.
En el presente trabajo se estudié y analizé la posible
causa de la declinacién y sintomas de incompatibilidad
del injerto en numerosas plantas de vid de las var.
Thompson Seedless y Crimson Seedless injertadas
sobre los patrones Harmony, Freedom, y Kober 588
de 2 a 4 afios de edad. Mediante diagnéstico
inmunclégico (ELISA) y molecular (PCR) en plantas
con sintomas de declinacién e incompatibilidad se
identificé a GLRaV-2, y se confirmé la presencia del
virus en viveros de propagacion de los portainjertos.
A partir de un producto de PCR se secuencié un
fragmento correspondiente a 200 pb. Posteriormente,
utilizando el programa BLASTN, se confirmé la
identidad del virus, estableciéndose una similitud de
un 99% con un fragmento del gen HSP-70 de GLRaVv-
2. La técnica RT-PCR demostré ser mas efectiva que
ELISA en la deteccion de GLRaV-2, y de acuerdo a
estos resultados es recomendable considerar la
utilizacién de esta técnica en programas de
certificacion de vides.

0 45 NUEVOS REPORTES DE
ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR VIRUS
Y FITOPLASMAS EN VIDES CHILENAS!
Fiore, Nicola'; Montealegre, Jaime'; Aballay, Erwin'; Prodan,

Simona’; F-mindo;. Pamela'; es, Rodr!go'; Botti, Simona®;
Bertaccini, Assunta’ y Pino, Ana

!Universidad de Chile. Facuitad de Ciencias Agrondmicas. Casilla
3004, Santiago. Chile. E-mail: nicolafiore_2i 00ci@yahoo.com
Universita di Bologna, DISTA Patologia Vegeai

Dentro del marco del proyecto FIA “Elaboracicn de
un sistema confiable para la deteccién y
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caracterizacién de virus y fitoplasmas que afectan a
la vid" se procedié a efectuar una prospeccion en
vifiedos y parronales ubicados en la IV, V, VI, VIl y
Regién Metropolitana, en plantas con sintomas
atribuibles a virus y fitoplasmas como en asintomaticas.
Se recolectaron muestras las que se analizaron a
través de la técnica ELISA para los siguientes virus:
GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV, GVA, GVB, ToRSV,
ArMV y SLRSV. Una parte de las muestras
recolectadas se analizaron a través de RT-PCR para
el diagndstico de GRSPaV y GRSLaV. El 60,7% de
las plantas analizadas mediante ELISA resultaron
positivas por lo menos a un virus. El estudio revela
la presencia de GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GVA, ArMV y
ToRSV, ademas se reporta por primera vez en Chile
la presencia de GFkV, GVB, GRSPaV y GRSLaV.
Los virus que se detectaron con mayor frecuencia
fueron GLRaV-2 y GFkV.
Para los fitoplasmas se procedié a la extraccién del
acido nucleico total desde las nervaduras de hojas,
éste se analizd a través de PCR con los partidores
P1/P7, cuyo producto de amplificacion fue procesado
a través de un “Nested-PCR” con R16F2/R2 seguidos
por una amplificacién con partidores especificos para
los grupos ribosomal de fitoplasmas 16Sr| y 16SrXI|
R16(1)F1/R1. Sobre los amplicones obtenidos se
procedic a efectuar un andlisis del perfil de restriccion
enzimatico (RFLP) con Trul y Tsp5091 que permitié
ubicar a los fitoplasmas dentro del grupo 16Srl (aster
yellows group). Algunos de ellos se identificaron como
pertenecientes al subgrupo C. Estos antecedentes
constituyen el primer reporte de fitoplasmas en vides
chilenas.

T Prayecto FIA BIOT-01-A-13

O 46 RESPUESTA DEL CEREZO (Prunus
avium) A LA APLICACION DE CIANAMIDA
HIDROGENADA EN LA IV REGION

Lemus, Gamalier | ¥ Rivas, Brhnz
1

INIA
2Fpi

En las temporadas 2001 y 2002, se evaluaron distintas
fechas de aplicacién de Cianamida Hidrogenada en
cerezos en la Provincia de Limari, IV Region y su
efecto sobre la brotacién y la floracién. El 2001 se
aplicd, en la variedad 'Van', en cinco fechas: 1y15
de junio y 1, 15 y 31 de julio, dejando un tratamiento
testigo sin aplicacién. La primera respuesta observada
fue un significativo adelanto de la brotacién en todos
los tratamientos con respecto al testigo, ya que el
estado llamado “lado verde” ocurrié a principios de
agosto, 45 dias antes que en el testigo. La floracion
fue distinta en todos los tratamientos. Se observa gque
a medida que se atrasaba la aplicacion, la floracién
era mas concentrada y uniforme en el arbol. Es asi
como en el tratamiento del 15 de julio, la floracién se
inicié el 31 de agosto y la plena flor se alcanzo el 7
de septiembre, con un 30,3% de flores abiertas y en
el tratamiento del 31 de julio, la floracién se inicio el
5 de septiembre y la plena flor ocurrié el 17 de

Julio - Diciembre 2002
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XIll CONGRESO DE LA SOCIEDAD CHILENA DE FITOPATOLOGIA
Marbella-Chile, Oct-2003.

T4

“CARACTERIZACION ENZIMATICA DE FITOPLASMAS AISLADOS DE
VIDES CHILENAS”

“Enzymatic characterization of phytoplasma isolates from Chilean grapevines™
A. GAJARDO', S. BOTTF, J. MONTEALEGRE', A. BERTACCINY’ y N. FIORE".

'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas. Casilla 1004, Santiago. Fono /
fax (56-2) 6785726. E-mail nfiore@uchilecl. *Universita di Bologna, DiSTA Patologia
Vegetale.

Los fitoplasmas son agentes causales de variadas enfermedades en vid. Con el propdsito de
verificar la asociacion entre los sintomas observados en predios chilenos y la presencia de
estos patogenos, fueron analizadas mediante pruebas moleculares 41 plantas de vid
provenientes de las Regiones V, VI, VI y Metropolitana. La identificacién se realizd
mediante la amplificacion de secuencias especificas ubicadas en el operon de genes
ribosomales de los fitoplasmas. Para la PCR se utilizaron los partidores universales P1/P7 y
se procedié para “PCR anidada” con el par universal R16F2/R2 y/o los pares especificos de
grupo ribosomal 16Sr R16(I)F1/R1 y R16(V)F1/R1. Posteriormente, los distintos aislados
fueron caracterizados segin sus perfiles de restriccion enzimatica (RFLP) mediante
digestion con las enzimas Trul, Tagl, Rsal, Alul, Hhal y Tspl. Este analisis permiti6 la
identificacion de fitoplasmas pertenecientes a los grupos Aster yellow (16511 subgrupos B y
C), Ash yellow (16SrVII) y Stolbur (16SrXII subgrupo A), a veces encontrado en las plantas
como infeccion mixta. En ningin caso se detectd “Flavescencia dorada”. Los resultados
obtenidos constituyen la primera indicacion de la presencia en Chile de fitoplasmas de los
grupos 16SrXII y 16SrVII, siendo este tltimo detectado por primera vez a nivel mundial en
vides. :

Proyecto FIA BIOT-01-A-13.

Pontificia Universidad Cattlica de Valparaiso, Facultad de Agronomia, Area Sanidad Vegetal.
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SOCIEDAD CHTLENA DEFIHOPATODLOGIA

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS - UNIVERSIDAD DE TALCA

OPTIMIZACION DE LA DETECCION DE VIRUS EN VID
Optimization of grapevine virus detection

PRODAN, S.; VALDIVIA, C.; PINO, A.; MONTEALEGRE, J. Y FIORE, N.

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas. Av. Santa Rosa 1 1315, La Pintana.
Casilla 1004, Santiago. E-mail nfiore@uchile.cl

Los virus que causan mayores pérdidas en vides chilenas son Grape vine fanleaf virus-
GFLV, Grapevine fleck virus-GFkV, Grape vine virus A-GVA, Grapevine leafroll
associated virus -GLRaV-1, 2 y 3, cuyo control se logra principalmente con el uso de
material vegetal sano, resultado de un proceso de seleccién que incluye el uso de
técnicas de laboratorio para la deteccién de virus. Considerando la necesidad de
optimizar la deteccion mediante las técnicas de ELISA y RT-PCR, se analizaron tres
plantas por cada uno de los virus mencionados provenientes de tres vifias de la Regién
Metropolitana durante los meses de Septiembre a Junio. Las muestras, segtn el estado
fenologico fueron: brotes, hojas, peciolos de hojas, sarmientos verdes y floema de
sarmientos lignificados. La mayor sensibilidad con RT-PCR se encontré en hojas y
peciolos desde septiembre a noviembre; con ELISA en peciolos de diciembre a febrero y
en floema con las dos técnicas desde marzo hasta junio.

Proyecto FIA BIOT-BID-PI-C-2001-1-A-013
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FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS - UNIVERSIDAD DE TALCA

DETECCION E IDENTIFICACION DE NUEVOS FITOPLASMAS EN VIDES
CHILENAS

Detection and identification of new phytoplasmas infecting chilean grapevines

GAJARDO A.'; BOTTI, S.%; PINO, A.'; MONTEALEGRE, J.'; BERTACCINI, A’ Y
FIORE, N7 e

'Universidad de Chile, Facultad de Cicncias Agronémicas. Av. Santa Rosa 11315, La Pintana.
Casilla 1004, Santiago.
*Universita di Bologna, DiSTA Patologia Vegetale, Bologna, Italia. E-mail: nfioref@uchile.cl

La prescncia de fitoplasmas en plantas de vid con sintomas de amarilleces se determiné
a través de PCR anidada utilizando los partidores P1/P7 y R16F2/R2, que reconocen
secuencias cspecificas del operdén de genes ribosomales de estos microorganismos.
Mediante la caracterizacién enzimética de los productos de amplificacion obtenidos y el
andlisis de sccuencias de algunos de ellos, se identificaron fitoplasmas pertenccientes al
subgrupo 16SrI-B (astej?ellows), 16SrL.C (clover phyllody), 16SrVII-A (ash yellows) y
16SrXII-A (stolbur), éncontrando ademis nuevos perfiles de restriccién enzimatica
referibles a los grupos 16Srl y VII. El analisis de las sccuencias nucleotidicas de estos
aislados resulté en 98 y 99 % de similitud con fitoplasmas de los subgrupos 16SRI-B y
16SrVII-A respectivamente., Otros dos aislados, denominados “Chile a” y “Chile b",
mostraron mayor similitud con fitoplasmas miembros del grupo Stolbur, que incluye cl
165rxkl-A (“Candidatus Phytoplasma solani”) y 16SrXII-B ("Ca. Phytoplasma
australiense™). Ambas variantes chilenas presentan una similitud genética del 98% con
cl subgrupo 16SrXIl-A. Sin embargo, en el caso de “Chile a”, las difercncias
moleculares encontradas permiten asignarlo a un nuevo taxon llamado “Ca.
Phytoplasma chilensis”.

Proyecto FIA BIOT-BID-PI-C-2001-1-A-013
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CLOSTEROVIRIDAE RESPONSABLES DE LA PARCIAL COLORACION DE LAS
BAYAS DE LA VAR. CRIMSON SEEDLESS

Closteroviridae responsible for the bunches pale-coloured of cv. Crimson Seedless

SIMONA PRODAN, ANA MARIA PINO, JAIME MONTEALEGRE, CARLOS
VALDIVIA Y NICOLA FIORE

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas, Departamentos de Produccion
Agricola y Sanidad Vegetal. Av. Santa Rosa 11315, La Pintana, Santiago. Casilla 1004.
Fono/Fax: (2) 9785726. E-mail: nfiore@uchile.cl

Crimson Seedless es una variedad de uva de mesa de alto interés entre los productores chilenos.
Sin embargo, en los Ultimos cuatro afios, durante el periodo de cosecha, se observo
frecuentemente una reduccion, o ausencia de coloracion de las bayas, que impide la
comercializacion de los racimos causando pérdidas que en algunos predios han alcanzado el
100% de la produccion. Con el fin de establecer el origen de tal alteraciéon se han realizados
andlisis virolégicos utilizando las técnicas DAS-ELISA para la deteccion de Grapevine fanleaf
virus (GFLV), Grapevine leafroll-associated virus 1, -2 y -3 (GLRaV-1, GLRaV-2 y GLRaV-3),
Tomato ringspot virus (ToRSV) y Grapevine virus A (GVA), y DASI-ELISA para Grapevine
virus B (GVB) y Grapevine fleck virus (GFkV). Se han analizado 70 plantas con y sin sintomas
y los resultados obtenidos revelan que los agentes etioldgicos responsables de la alteracion son el
Closterovirus GLRaV-2 y los Ampelovirus GLRaV- 1 y 3. Plantas infectadas simultdneamente
por dos o tres de estos virus, manifiestan sintomas mas intensos, incluso racimos completamente
verdes, cuyas bayas presentan una elevada acidez y baja concentracion de azicares.

Proyecto FIA BIOT-BID-PI-C-2001-1-A-013
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AETIOLOGY OF DECLINE IN THOMPSON SEEDLESS GRAFTED TABLE GRAPE PLANTS

S. Prodan, J. Montealegre and N. Fiore

Departamentos de Produccién Agricola y Sanidad Vegetal. Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile,
Avenida Santa Rosa 11315, La Pintana, Santiago de Chile, Chile.

Chile is an important producer of table grapes. with a planted area that nas grown 3.4% in the period 1998-1999,
reaching 50862 ha. During these last years. the natural aging of plantations and the introduction of new varieties have
prompted an intense replanting using grafted plants especially on soils with history o7 nematode infeszation and high levels of
plant pathogenic microorganisms.

Grafting on table grapes is a technique recently introduced in Chile. and :his may cause problems related with an
inadequate agronomic management together with the presence of graft transmissible pathogens that can generate
incompatibility phenomenon.( 2, 3 ).

In the 2000-2003 period. particularly in farms planted with the variety Thempson Seedless. grafted on Freedom and
Harmony, a syndrome identifiable as “Decline of Grafted Plants” has been observed.

The main symptoms of this alteration are a local excessive growing of tissue in the point of graft union, with an
internal necrosis and incomplete connection between the conductive elements of the rootstock and scion. In some cases these
Symptoms continue with a lesser development and even the death of the plants affecizd. Also. and with some frequency, it is
possible to observe a good progress of the variety but not of the rootstock. which presents a stem diameter reduced
comparable with the scion, and a root system clearly insufficient to support the demand of nutrients and water. Normally,
these alterations are expressed during the first 2-4 months after planting, from mid spring to summer.

With the objective of studying the cause of the symptoms described, several plant pathology analyses have been
conducted on plants of Thompson Seedless grafted onto Fresdom and Harmony, with and without symptoms of the decline.
using DAS-ELISA technique for the diagnosis of Grapevine fanleaf virus (GFLV). Grapevine leafroll-associated virus 1. 2.
and 3 (GLRaV-1, GLRaV-2, and GLRaV-3), Tomato ringspot virus (ToRSV), Strcwberry latent ringspot virus (SLRV),
Arabis mosaic virus (ArMV), and Grapevine virus A (GVA), and DASI-ELISA for Grapevine virus 8 (GVB) and Grapevine
Jleck virus (GFkV). The antibodies were obtained from Agritest, Bioreba and Loswe and the assays were performed
according to manufacturer’s instructions The same samples have been analyzed aiso through RT-PCR to detect Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine rootstock stem lesion associated virus (GRSLaV). GLRaV-2;
GVA. GVB, and GFkV (1. 4. 5, 6. 7). Also. some samples have been analyzed to cz:zrmine the eventual presence of fungi
and bacteria as agents possibly causing the alteration described.

From the plants analyzed through ELISA and RT-PCR, positive results werz obtained only for GLRaV-2. GFkV.
GVA and GRSLaV. As presented in Table 1, the highest percentage of positive rom all analyzed plants occurred for
GLRaV-2 and GFkV, for both symptomatic and asymptomatic plants,

Results between Thompson Seedless plants grafied onto Freedom or Harmony were not too different, excepting
that GV A was detected only in the second case.

In none of the samples analvzed were found phyvtopathogenous bacteria. but in some of them the presence of
Verticillium dahliae and Fusarium spp. fungi was determined in the necrotic area of the rootstock-scion union.

Table 1. Results of RT-PCR assav

Plants % plants positive to diferent viruses
e analyzed | 7° Plants GFKV | GVvA GRSLaV
¢ Y pOSitive GLRaV-2 = | G a
THOMPSON
SEEDLESS/
FREEDOM
with symptoms 20 65.0 63.0 60.0 0.0 5.0
w/o symptoms 17 58.8 38.8 58.8 : 0.0 0.0
THOMPSON |
SEEDLESS/
HARMONY
with symptoms 16 56.3 25.0 31.2 18.7 0.0
w/0 symptoms 13 16.2 23.0 30.8 15.4 0.0

From the results. it is evident that GLRaV-2 and GFkV were the virus with the highest frequency in the samples
analyzed. Even though the percentages of incidence were greater in the plants with symptoms than in those asymptomatic,
differences are not fmportam as to indicate certainly that one or both pathogens would be responsible directly for the decline.

It has been observed also during the three seasons of the study that a high proportion of the plants affected have
been able to survive the crisis and achieve a sustained development of vegetation. and even to obtain good production levels.
Besides, it has been determined that many plants which were positive for GLRa2V and GFkV never expressed decline
symploms.
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The low percentage of infection by GRSLaV and GVA definitely excludes this agents as causing the alterations.
The fungi detected are also not responsible for the problem, they act as opportunistic pathogens, that means they develop due
to the general stress condition that the plants present. But without any doubt they contribute, together with GLRaV-2 and
GFkV, to worsen drastically the condition of the plants in the more critical cases.

After the three season observations conducted to determine the cause of the “Decline of: Grafted Plants” in
Thompson Seedless table grapes, it is concluded that this phenomenon does not seem to be related clearly with the virus and
pathogens herein mentioned. Considering that there are no evidences of genetic incompatibility in grapes, it is necessary to
continue studying the causes of grapevine decline, without forgetting to investigate aspects of grafting techniques and
agronomic management of plants in commercial vincyards.

Research supported by Fundacién para la Innovacién Agraria, Gobierno de Chile. Proyecto FIA BIOT-01-A-013
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SURVEY ON PHYTOPLASMAS IDENTIFIED IN CHILEAN GRAPEVINES
A. Gajardo', S. Botti”. J. Montealegre', N. Fiore' and A. Bertaccini®

'Departamentos de Produccion Agricoia
Casilla 1004, Santiago. Chile

“DIiSTA, Patologia vegetale, Alma Mater Studiorum, University of Bologna, via F. Re 8, 40126 Bologna. [taly

v Sanidad Vegeral, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile.

Objectives

To verify association of phytoplasmas with yellows symptoms detected in Chilean grapevines plants in the last two
years molecular detection was employed to test samples collected in the grapevine growing region of the state. First years of

survey allow to identify 16Srl-C phyvtoplasmas in some of the symptomatic plants examined (7), during 2003 further
monitoring was performed to cover the main grapevine growing areas of Chile. ;

Material and Methods

Grapevine samples showing typical yellows symptoms were collected starting from March 2002 from the V, VI,
VIl and Metropolitana Regions (RM) of Chile. The molecular testing was carried out on 14 simples in 2002 and on 41 in
2003. Total nucleic acids were extracied from 1 g of leaf midribs following the protocols described by Prince er al. (10) in
2002, and by Zhang er.al. (12) in 2003 with further silica particles purification step, diluted to a final concentration of 20
ng/ul in sterile deionized water. One ul of this dilution was used in direct PCR using universal primer pair P1/P7 (6, 11),
followed by nested PCR on products diluted 1:30 in sterile distilled water, using primer pair R16F2/R2 (9). Group specific
primers R16(I)F1/R1 and R16(V)FI/R1 (9) were finally employed to increase detection sensitivity. Primers M1/M2 (8) were
also employed in nested-PCR to cross confirm results. Each 25 pl PCR reaction mix contained 2,5 ul 10X PCR buffer, 0,8 U
of Taq polymerase (Polymed, Florence. ltaly). 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCI2 and 0,4 uM each primer. Thirty-five PCR
cycles were performed in an automated thermocycler (Biometra. Uno Thermoblock. Gottingen. Germany, EU) under the
following conditions: | min (2 min for the first cycle) denaturation step at 940C, 2 min for annealing at 500C and 3 min (10
min for the last cycle) for primer extension at 720C. Six ul of PCR products were analyzed in a 1%

ethidium bromide, and then visualized with an UV transilluminator. To differentiate among phytoplasmas, PCR products
were digested with Trul. Tagl, Rsal, 4iul, FHhal, and Tsp3091 restriction enzymes according with the amplicon studied. and
RFLP fragments were separated in a 3% polyacrylamide gel stained with ethidium bromide, and then visualized with an UV
transilluminator and profiles were comrared with those of described phytoplasma strains.

agarose gel siained with

Results

Molecular analyses demonstrated phytoplasma association with vellows disease in the surveyed vineyards
of Chile: phytoplasmas were identified in grapevines collected in the regions studied in both 2002 and 2003. These
phytoplasmas were mainly detected with nested PCR using general primers R16F2/R2 and M 1/M2 and/or with RI6(DFI/RI
specific primers; identification was obtained by RFLP using the above mentioned enzymes. Phytoplasma identification
showed the presence of phytoplasmas belonging to 16Sr[-C subgroup (Fig. 1) in 2002 samples, the same subgroup was
occasionally detected in grapevine in the past in ltaly in both Veneto re

gion (3) (North ltaly) and recently in Abruzzo region
(3) (Central-South ltaly). In 2003 samples. 16Srl-B phytoplasmas were identified together with phytoplasmas belonging to

group 165rVII (Fig. 2) in some cases in mixed infection (data not shown); phytoplasmas of this subgroup were detected in
grapevine in both north and south Italv (1. 4). Phytoplasmas of group 16SrVII were never reported before in grapevine; they
were however reported to infect ash and lilac in the US and a subgroup 16SrVII-B has been identified in South America
(Brazil) in S3o Paulo state in Erigeron and Catharanthus roseus plants naturally infected and showing witches’ broom

symptoms (2). Phytoplasma clearly referable to group 16SrXII-A (“Bois Noir”) (3) were also identified together with a

previously unreported RFLP profile in sample 28 on amplicons obtained with R16(I)F1/R1 with four restriction enzymes
(Fig. 2). This phytoplasma show profiles referable to group 16Srl or 16SrXII-A

§ LN Lol E § Fig. 1. Polyacrylamide gels (5%) showing the Tsp3091 and the
T8I af5R80 3 Trul RFLP panerns of phytoplasma rDNA fragments obtained
= after nested PCR with primers R16(I)FI/R1 from grapevine
L

190, 180, 160, 147, 123, 110, 90, 76, 67, 34.
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samples with yellows symptoms from Chile 2002. Phvtoplasma
reference strains: MOL, Moliére disease (16SrXII-A); CHRY.
Chrysanthemum yellows from Germany (16Srl-A). DIV,
diplotaxis virescence (16Sri-B); KVF. clover phyllody from
France (165r1-C); AY-A. aster yellows from Spain (16Srl-F).
Markers: $X174 Haelll digested: fragment sizes in base pairs
from top to bottom: [353, 1078. 872, 603. 310, 281, 271, 234,
194, 118, and 72: pBR322 Mspl digested: fragment sizes in base
pairs from top to-bottom: 622, 527. 404, 307, 242. 238. 217, 201,



with Hhal. profiles referable 1o 16SrXII-A with Tsp3091 and Trul but it differes from all the employed controls with Rsal. Ng
FD phytoplasmas were identified in the samples analysed. All the samples resulted to be positive were collected from

symptomatic grapevine plants located in VI, VII and Metropolitana Regions of Chile, There were not evidence of epidemic
spreading of yellows symptoms in the surveyed vineyards.
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Fig. 2. Polyacrylamide gels (5%) showing the RFLP patterns of phytoplasma rDNA fragments obtained after nested
PCR from grapevine samples with yellows symptoms collected in Chile in 2003. RFLP with Trul and Tsp5091 on the left
were obtained on M1/M2 amplicons; profiles with Rsal, Hhal. Trul and Tsp3091 on the right were obtained on R16(1)F1/R1
amplicons. Sample 28 show the undescribed profile referable to groups 16Srl and XII. Phytoplasma reference strains not in
fig. 1: NAXOS. periwinkle virescence from Sicily (group 16SrIX-C), FBPSA. faba bean phyllody from Sudan (16SrlI-C),
ASHY, ash yellows from New York State, US (16SrVII-A).
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REPORT OF NEW VIRAL DISEASES IN CHILEAN GRAPEVINES
S. Prodan. J. Montealegre. E. Aballay, A.M. Pino, P. Fernandez, R. Reyes and N. Fiore

Departamentos de Produccién Agricola y Sanidad Vegetal. Facultad de Ciencias A

' grondmicas. Universidad de-Chile.
Avenida Santa Rosa 11315, La Pintana. Santiago de Chile, Chile. :

In order to study the phytosanitary conditions of chilean grapevines, and responding to the increasing preoccupation
for lower quantitative and qualitative levels of production that appear in some arsas, we began_in 2002 a prospective study
aimed at covering a significantly large geographical area, from the north (4™ Region), passing through the central (5" and
Metropolitan Regions) and ending in the south (6™ and 7 Regions) production zones of Chile. The material, collected during
the winter season (June-July) from 15 areas, consisted of mature canes from plants with symptoms, that may indicate viral
infection, and also symptomless plants. The most frequent symptoms were a yellowish, mosaic and downwards rolling of the
leaves. a poor coloration of the berry, low production, and a decline of the whole plant. ,

The 366 plants collected were analyzed through DAS-ELISA to detect Grapevine fanleaf virus (GF LV), Grapevine
leafroll-associated virus I, 2, and 3 (GLRaV-1, GLRaV-2 and GLRaV-3), Tomato ringspot virus (ToRSV), Strawberry
latent ringspot virus (SLRV), Arabis mosaic virus (ArMV), and Grapevine virus A'(GVA). DASI-ELISA was used to

determine Grapevine virus B (GVB) and Grapevine fleck virus (GFkV). ELISA kits from Agritest. Bioreba and Loewe were
used according to the manufacturer’s instructions. :

Sixty-two of the samples collected were also analyicd through RT-PCR to detect Grapevine rupestris stem pitting-

associated virus (GRSPaV), Grapevine rootstock stem lesion-associated virus (GRSLaV), GLRaV-2. GVB, GVA ( 1.2. 3,
4). Also. some of the ELISA positive samples for GFkV were analyzed through RT-PCR ( 5 ). Both techniques were
performed on phloem tissue grinded 1:10 (w/vol) in the respective grinding buffer. i

From all plants analyzed by ELISA. 60% were positive for at least one virus. This study reveals the presence of
GFLV, GLRaV-1, 2. 3, GVA. GVB. GFkV, ArMV, and ToRSV. GLRaV-2 and GFXV had the greatest infection levels (30.1
and 28.7%, respectively), followed by GVA (13.7%), GFLV (10.7%), GLRaV-3 (10.1%), GLRaV-1 (9.3%), GVB (2.2%),
ToRSV (1.6%) and ArMV (0.5%). SRLV was not detected. The most affected table grapes were Thompson Sesdless
(78.4%), Superior (71.4%), Crimson Sesdless (63%), and Flame (8.3%); and the vine varicties were Syrah (91.7%).
Sauvignon Blanc (86.7%), Cabernet Sauvignon (63.6%), Merlot (57.9%), and Chardonnay (28.6%). )

Two viruses never reported previously in Chile were found through RT-PCR: GRSPaV and GRSLaV, with 22.6
and 19.4% infection levels. respectively. ELISA results were confirmed for GVA. GVB and GFkV meanwhile the results for
GLRaV-2 virus were just partially confirmed by RT-PCR. The exception was Red Globe variety. where the ELISA positive

samples showed to be in fact GRSLaV positive. The two viruses show a 74% genomic sequence similarity and cross-reaction
occures when using the commercial ELISA kit for GLRaV-2 detection (4). 3

The results indicate that in Chiie are present the most important viruses that affect grapevines, and GVB. GFkV.
GRSLaV and GRSPaV are reported for the first time.

Research supported by Fundacion para la Innovacién Agraria. Gobierno de Chile. Proyecto FIA BIOT-01-A-013.
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una menor incidencia y severidad de DPB.
Como umbral se establecio que bajo una
relacion de 80 (cm de 4rea foliar/raiz menor
0 igual a 2 mm) no debiera presentarse el
problema. Dicho umbral debera validarse y
ajustarse luego de varias temporadas y
mediciones bajo distintas condiciones. EJ
factor frecuencia de riego para las
condiciones del ensayo efectuado no fue
significativo, sin embargo, el abastecimiento
hidrico debe seguir siendo investigado para
establecer la importancia relativa del riego y
del balance Copa:Raiz sobre la DPB.

82. EFECTO DE LA FRECUENCIA DE
RIEGO SOBRE LA INCIDENCIA DE
DESHIDRATACION PREMATURA DE
BAYAS EN CV. MERLOT. Samuel
Ortega-Farias’, Claudio Pardo’, Yerko
Moreno’, y César Acevedo?

'lnvestigacic’m financiada por el Centro de
Investigacion y Transferencia en Riego y
Agroclimatologia (CITRA), Centro
Tecnolégico de la Vid y el Vino (CTVV) y
Vifia San Pedro. ‘CITRA, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad de Talca.
Casilla 747, Talca, Chile.

E-mail: sortega@utalca.cl.

3CTVV, Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad de Talca. Casilla 747 — Talca,
Chile.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la
frecuencia de riego sobre la deshidratacién
prematura de bayas, un experimento fue
realizado en un vifiedo ubicado en Molina,
VII region (35° 6’ LS; 71° 16’ LW), durante
la temporada agricola 2002-2003. El vifiedo
utilizado correspondié al cv. Merlot de 5
afos de edad, regado por goteo (4 L h™) y
conducido en espaldera simple (orientacion
norte sur) podada en cargador apitonado.
Los tratamientos consistieron en una
frecuencia de riego de dos veces por semana
(T1), en forma diaria (T2) y dos veces al dia
(T3) para todo el periodo de crecimiento de

la vid. Para estimar el tiempo de riego se
instalé6  una  Estacion Meteoroldgica
Automitica (EMA) para medir las variables
de entrada del modelo de Penman-Monteith
tales como temperatura del aire (Ta),
humedad relativa (HR), velocidad del viento
(Vv) y radiacion solar (Rs), en intervalos de
una hora. Los resultados de este estudio
indicaron  que  existieron  diferencias
significativas entre los tratamiento, donde el
tratamiento T3 presentd el menor porcentaje
de racimos con bayas deshidratadas. Al
respecto, los tratamientos TI1, T2 ¥ 13
presentaron un 66, 52 y 34 % de racimos con
bayas deshidratadas, respectivamente.

83. DETECCION MOLECULAR DE
ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR
NUEVOS VIRUS Y FITOPLASMAS EN
VIDES CHILENAS. Angela Gajardo’,
Simona Prodin', Simona Bottiz, Erwin
Aballay', Ana Maria Pino', Pamela
Fernéndez', Rodrigo Reyes', Assunta
Bertaccini’, Jaime Montealegre' y Nicola
Fiore'

'Facultad de Cs. Agronémicas, Universidad
de Chile. *Universita di Bologna, Italia.
E-mail: nfiore@uchile.cl

En el marco del proyecto FIA "Elaboracién
de un sistema confiable para la deteccién y
caracterizacién de virus y fitoplasmas que
afectan a la vid" se realizé una prospeccion
en vifiedos y parronales ubicados en las
regiones IV, V, VI, VIl y Metropolitana para
la identificacion de plantas con sintomas
atribuibles a la presencia de virus y/o
fitoplasmas. Se recolectaron muestras
sintomdticas y asintomaticas que fueron
analizadas utilizando las técnicas de ELISA
y/o amplificacion por PCR de secuencias de
¢DNA viral (RT-PCR) para el diagnéstico de
los virus GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV,
GVA, GVB, ToSRV, ArMV y SLRSV. La
deteccion de fitoplasmas se realizé mediante
la amplificacion por PCR de secuencias
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génicas conservadas de RNA ribosomal, re-
amplificadas por PCR anidado utilizando
partidores universales para fitoplasmas y/o
especificos de grupo ribosomal e iden-
tificadas por analisis de sus perfiles de
restriccion enzimatica (RFLP).

Los resultados del estudio revelaron Ia
presencia de los virus GFLV, GLRaV-1, 2,
3, GVA, ArMV y ToRSV, reportando
ademéds por primera vez en Chile la
presencia de GFkV, GVB, GRSPaV y
GRSLaV. Los virus detectados con mayor
frecuencia fueron GLRaV-2 y Fleck. La
identificacion de fitoplasmas mostré la
presencia de miembros de los grupos Aster
yellow (16Srl-B 'y I-C), Ash yellow
(16SrVII) y  Stolbur (16SrXII-A) en
infecciones Ginicas o mixtas. Estos resultados
constituyen la primera identificacion de
fitoplasmas de los grupos 16SrVII y XII en
Chile, correspondiendo ademés al primer
reporte mundial de la presencia de miembros
del grupo VII en vides.

Financiado por proyecto FIA BIOT-01-A-
013.

84. USE OF MAGNETIC RESONANCE
IMAGING FOR DETECTION XYLEM
BLOCKAGES IN XYLELLA FASTI-
DIOSA-INFECTED GRAPEVINES.
Alonso Pe’rez', Carl Greve', Jeffre}'
Walton?, Ken Shackel', Eleanor Thorne A
Mark Matthews:‘, Susan Lurie* and John
Labavitch' OF

Pomology Department', Nuclear Magnetic
Resonance Facility?, and Department of
Viticulture and Enology’. University of
California, Davis. agperez@ucdavis.edu.
Agricultural Research Organization of Israel,
The Volcani Center®.

Pierce’s Disease (PD) is a serious bacterial
disease of grapevines in California that is
caused by the xylem - limited bacterium

Xylella fastidiosa (Xf). Vines affected by PD
become nonproductive, declining in vigor
and ultimately dying from the disease within
two years. Currently, there is no known cure
for the disease. Until recently, it was thought
that multiplication of the bacteria within the
Xylem-vessels was the sole factor
responsible for the blockage of the water
movement in the plant. However, results
from our studies have provided substantial
support for the idea that vessel obstructions,
and likely other aspects of PD syndrome,
result from the grapevine’s active responses
to the presence of X, rather than to the direct
action of the bacterium. The use of Magnetic
Resonance Imaging (MRI) to observe the
distribution of water within the xylem has
allow us to test the role of the plant hormone
ethylene in promoting xylem obstruction
development and consequent reduction in
vine water transport. Thus far, MRI has
shown a clear, progressive and localized
deterioration of water movement capacity of
grapevines treated with exogenous ethylene.
The loss of xylem function (assessed by
MRI) has been also correlated with two
kinds of physical xylem obstructions; these
are tyloses (balloon-like outgrowth from
living parenchyma cells adjacent to vessels
that expand into and fill the water-
conducting cells) and carbohydrate-rich gels
that can plug the vessels. We think that
ethylene may be involved in a series of
cellular events that sense the presence of Xf
and stimulate a plant defense response that
includes the production of tyloses and gels,
perhaps in an effort to slow systemic
movement of the bacteria.

85. IDENTIFICACION Y EVALUA-
CION DE LA CAPACIDAD ANTA-
GONICA DE MICROORGANISMOS
AISLADOS DE LA UVA FRENTE A
Botrytis Cinerea, Penicillium Expansum Y



Asociacién Argentina
de Fitopatdlogos

Libro de
Resumenes

XIll Congreso Latinoamericano
de Fitopatologia

lll Taller de la Asociacidn
Argentina de Fitopatélogos

19 - 22 de abril de 2005 - Villa Carlos Paz. Cordobha Araentina



VET-33

ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR VIRUS Y FITOPLASMAS EN
VIDES CHILENAS (Virus and phytoplasmas diseases in chilean grapevine)
C. Valdivia', A. Gajardo', S. Prodan', S. Botti?, A. M. Pino', A. Bertaccini?,
J. Montealegre' y N. Fiore'. 'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias
Agronémicas. Av. Santa Rosa 11315, La Pintana. Casilla 1004, Santiago.
2Universita di Bologna, DIiSTA Patologia Vegetale, Bologna, Italia.
carvaldi@uchile.cl

En el marco del proyecto FIA “Elaboracién de un sistema confiable para la
deteccion y caracterizacion de virus y fitoplasmas que afectan a la vid” se
realizd6 una prospeccion en vifiedos y parronales ubicados en las regiones
IV, V, VI, VIl y Metropolitana para la identificacion de plantas con sintomas
atribuibles a la presencia de virus y/o fitoplasmas. Se recolectaron muestras
sintomaticas y asintomaticas que fueron analizadas utilizando las técnicas
de ELISA y/o RT-PCR para la deteccion de Grapevine fanleaf virus (GFLV),
Grapevine leafroll associated virus -1, -2, and -3 (GLRaV-1, GLRaV-2 and
GLRaV-3), Tomato ringspot virus (ToRSV), Strawberry latent ringspot virus
(SLRV), Arabis mosaic virus (ArMV), Grapevine virus A (GVA), Grapevine
virus B (GVB), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus (GRSPaV) y Grapevine rootstock stem lesion-
associated virus (GRSLaV). La deteccion de fitoplasmas se realizé mediante
la amplificacién por PCR anidada utilizando los partidores P1/P7 y R16F2/R2,
que reconocen secuencias especificas del operon de genes ribosomales de
estos microorganismos. Se encontraron los virus GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GVA,
GFkV, GVB, GRSPaV y GRSLaV. Aquellos detectados con mayor frecuencia
fueron GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV y GVA. Con respecto a los fitoplasmas, la
caracterizacion enzimatica de los productos de amplificacion obtenidos y el
analisis de secuencias de algunos de ellos, permitieron la identificaron de los
subgrupos 16Srl-B (aster yellows), 16Srl-C (clover phyllody), 16SrVII-A (ash
yellows) y 16SrXII-A (stolbur). Con este trabajo se determiné por primera vez

en Chile la presencia de los virus GFkV, GVB, GRSPaV y GRSLaV y a nivel .

mundial la presencia de fitoplasmas del subgrupo VII-A en vides.
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Introduction

During the last five years, severe spreading of Bois Nois (BN) phytoplasmas ‘Candidatus Phytoplasma
solani’, has been described (Bertaccini ot al., 2003) in several grapevine-growing areas, where samples
of grapevines, other plant species and insect vectors, or potential BN vectors -- were collected. Molecular
identification of BN-related phytoplasmas performed on 16S ribosomal gene on grapevine samples,
allowed to find some variability that does not appear to be involved in the epidemiology of this disease
(Bertaccini et al., 2004; Botti et al, 2005). Preliminary results obtained on both grapevine and the
leafhoppers Hyalesthes obsoletus Signoret and Reptalus panzeri Léw collected in heavily BN-infected
Italian vineyards, indicated that the use of Tuf gene could help in studying the spreading of BN
phytoplasmas (Botti ef al., 2005). Further research was performed in several grapevine growing regions
worldwide, in order to evaluate the usefulness of Tuf gene polymorphism in BN epidemiological studies.

Material and Methods

Grapevine samples collected since 2002 onwards in several regions of Northem Italy [Emilia Romagna
(MO, RE, BO, RA), Veneto (PD, VE, VR), Lombardy (BS), Piedmont (AT), and of Central and Southern
Italy [Umbria (PG), Tuscany (SI), and Apulia,( TA)] were analyzed together with samples from Spain
(Catalonia), Hungary (Eger, Tolna and Mecsekalja regions), Croatia, Serbia and Chile. Seventy-eight
samples of different plant species growing in, or in close proximity of BN infected vineyards in Modena
(MO), Reggio Emilia (RE), and Asti (AT) Italian provinces, as well as from Rasina County in Serbia were
tested. Two hundred and seventy samples of H. obsoletus, and 190 of R, panzeri (frequently captured in
vineyards in which BN phytoplasmas were detected : Palermo et al., 2004), collected in MO and RE
provinces were also tested. Nucleic acids of plants and insects were extracted following different
protocols, from 1 g of phloem tissue, or insect batches, respectively. Direct PCR with universal primer pair
P1/P7, followed by nested PCRs using primer pairs F1/B6, R16F2/R2, and/or R16(1)F1/R1 was carried
out. PCR products were digested with Trul, Rsal, Hhal, and Tsp509! restriction enzymes. In some cases
cloning and sequencing of amplified products were also performed following the procedures previously
described (Botti and Bertaccini, 2004). Phytoplasmas showing affinity to the ribosomal subgroup 16SrXIi
were subjected to molecular characterization using Tuf gene primers: Tuf1f/r in direct PCR, and primers
TufAYf/r (Schneider et al., 1997), and TufINT1f/TufINT4r (Andersen ef al., 2004) in nested PCR reactions.
RFLP analyses of all obtained amplicons were performed with Hpall restriction enzyme.

Results and Discussion

18S rRNA. In the majority of the tested samples (200 grapevine, 18 other plant samples, and 140 insects)
no polymorphism was observed after RFLP analyses of 16S ribosomal gene confirming that ‘Ca. P.
solani’ (stolbur) is associated with grapevine yellows in all the geographical areas surveyed. In only two
cases the presence of polymorphisms was ascertained: grapevine samples collected in Chile contained,
together with phytoplasmas clearly referable to subgroup 16SrXII-A, one peculiar strain showing, after
Trul restriction, a double phytoplasma infection profile, referable to 16SrXIl and to 16Sr! phytoplasmas
respectively. After RFLP with Rsal on R16(1)F1/R1 amplicons, a 16SrXII-A profile was distinguishable
from the typical stolbur RFLP profile. After cloning the 16Sr amplicon of this sample and screening by
RFLP, ten recombinant colonies were obtained which showed 3 different profiles. Their sequencing
revealed that one phytoplasma was referable to the subgroup 16Sri-A (tomato big bud) while the other
two (Chile “a” and “b") were homologous with members of the 16SrXI! phytoplasma group. In particular,
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Chile “a® (AY739654) and Chile “b” (AY739653) showed 99% and 98% sequence identity to ‘Ca. P.
solani’, respectively, and the latter showed also 97% identity to ‘Ca. P. australiense’. Virtual digestion of
these sequences confirmed both the RFLP profiles obtained from cloned amplicons: Chile “b™ profile was
identical to the one detected in the original PCR product from grapevine. A 16S ribosomal gene molecular
variant was identified also by RFLP with Trul in some of the R. panzeri samples collected in RE and MO
provinces. The sequence of this molecular variant showed 98% identity with '‘Ca. P. solani', however its
economic importance remains uncertain since it has not been detected so far in either grapevine or other
plant species.

Tuf gene. Only about 70% of all 16SrXi| phytoplasmas detected in the samples tested were amplified with
the fuf gene system, however the R. panzen molecular variant was amplified, and its Hpall restriction
profile was different from those previously reported (Langer and Maixner, 2004). Therefore, it was
designed as the type D. RFLP analyses performed on amplicons from grapevine collected in all the —-
areas investigated from Medicago sativa, Galega spp., Urtica dioica, R. panzer, H. obsoletus from MO
and RE provinces, and on Convolvolus arvensis from MO, RE, and Rasina county in Serbia, allowed
phytoplasma identification of the type B. Type A phytoplasmas were detected in very high percentage of
samples from grapevine tested in MO, RE, Verona (VR) and Venice (VE) provinces. The same
phytoplasma type (A) was sporadically detected in the Padua (PD), Bologna (BO), Ravenna (RA),
Brescia (BS), Perugia (PG) and Siena (Sl) provinces of Italy, and in the areas of Brodski-Stupnik, Jazbina
and Jaska in Croatia. It was also detected in Italy in Parthenocissus quinquefolia from Asti province in
mixed infection with type B, and in H obsoletus and R. panzeri from MO and RE provinces. The type A
phytoplasma was never detected in herbaceous samples even though it appeared to be the most
frequent type in both grapevine and H. obsoletus samples collected in BN epidemic areas in Italy.
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Introduction

Fruit exports are one of the main economic activities of Chile being grapevine among the most important
species grown for table grapevine and wine production. As fruit production is widely affected by viral
pathogens that diminish the quality and quantity of the fruit obtained, certification programs are being
developed. Towards this objective, we decided to isolate and sequence four of the main viruses present
in our country: GFLV, GFkV, GLRaV-3 and GLRaV-1. With the sequences available, we produced
monoclonal and polyclonal antibodies raised against both, recombinant viral coat proteins and synthetic
peptides (Engel ot al, 2003). Using these tools, we developed sensitive and specific viral detection kits
based on ELISA and IC-RT-PCR, they showed to work with a variety of local and foreign infected plants.

Towards the design of a comprehensive parallel viral detection system we produced a microarray chip
containing oligonucleotides to detect all viruses known to infect grapevines (Bystricka et al, 2005; Bowtell
& Sambrook, 2003). These probes are complementary to highly conserved as well as to variable domains
of all the known grapevine viruses that have been totally or partially sequenced. This approach will allow
the detection in a fast and simple assay of the already known viruses, and detecting new unknown
viruses not explicitly represented on the array if their genomes have partial homology with the printed
probes.

Material and Methods

Grapevine samples were collected from the central, V and VI geographical regions of Chile. Their sanitary
status was confirmed by commercial ELISA and RT-PCR. Total RNA was extracted (Chang et al, 1993),
and reverse transcription with random hexamers was performed. Different overlapping PCR products
were obtained according to the specific viral primers used together with the co-amplification of a
grapevine constitutive gene as positive control. For some viruses, 5° and 3° prime race was also
performed. Each purified product was cloned in the p-GEM-T easy vector and sequenced. Specific
primers containing restriction sites were used to clone the coat protein coding region of each virus in the
prokaryotic vectors pET-32a, pET-28a and pGEX 6P-1. Recombinant fusion coat proteins were affinity
purified and injected to rabbits and mouse to produce monoclonal and polyclonal antibodies (Van
Regenmortel, 1982; Frangioni & Neel, 1993). Additionally, a total of 18 synthetic peptides were produced
based on highly immunogenic portions from the coat protein sequences of local isolates of GFLV, GLR-
aVv-1 and GLRaV-3, they where coupled to a carrier and used to obtain polyclonal antibodies (Van
Regenmoertel & Muller, 1999). Rabbit antisera and mouse ascitic fluid where analyzed against injected
antigens and infected plants. Positive antibodies were used for viral detection purposes by means of
TAS-ELISA and IC-RT-PCR (Sefc et al, 2000; Clark & Adams, 1977).

A microarray chip containing 574 oligonucleotides, each of 70-mer length was printed in our genomic core
facility. Viral sequence data were obtained from our local database of sequenced virus and from curated
databases of total or partially sequenced viral genomes in GenBank. Each genome was divided in 70 nt
segments offset by 25 nt and alignment was done between each probe and all the viral members form
each family. Between 10 and 20 probes were synthesized for each viral genome depending on the size,
complexity and amount of sequence available. Additionally, probes complementary to constitutive
grapevine genes and hybridization controls were printed.

Results and Discusion

Chilean isolates from 4 of the main viruses present in our country were sequenced. One local isolate of
GLRaV-3 and GFLV was completely sequenced and several others local isolates of GLRaV-3, GLRaV-1,
GFLV & GFkV were partially sequenced. Their variability rates where analyzed and compared with
foreign isolates. GFLV RNA2 showed to have approximately 90% of identity when compared to French
and German isolates. GLRaV-3 complete genome showed to have approximately 97% of identity when
compared to a US isolate. The coat protein coding regions of these 4 viruses was completely sequenced,
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cloned and expressed in E. coli. Monoclonal and polyclonal antibodies were produced against these
recombinant viral coat proteins. They demonstrated to have very good specificity and titer when
compared with commercially available antibodies by IC-RT-PCR or ELISA assays. In all cases, the
antibodies capture efficiency was much better when the complete recombinant coat protein was used as
antigen instead of a mix of synthetic peptides.

A prototype microarray system was produced and shown to be able to detect most if not all the grapevine
viruses. The chip accuracy was validated for several of the viruses using viral genomic libraries and well
known infected grapevines. This approach showed to be a powerful and fast diagnostic method when
compared with traditional systems (Engel & Valenzuela, 2005).

Acknowledgements
This research was partially financed by Iniciativa Genoma Chile, FONTEC-CORFO and MIFAB.

References

Bowtell, D. & Sambrook, J. 2003. (1* ed). DNA Microarrays. Cold Spring Harbour Laboratory Press, USA.

Bystricka, D., Lenz, O, Mraz, |, Piherova, L., Kmoch, S. & Sip, M. 2005. Oligonucleotide-based
microarray: a new improvement in microarray detection of plant viruses. J Virol Methods. 128(1-2),
176-182. :

Chang, Puryear & Caimey. 1993. A Simple and Efficient Method for Isolating RNA form Pine Trees. Plant
Mol. Biol. Rep. 11(2), 113-116.

Clark, M. & Adams, A. 1977. Characteristics of the microplate method of enzyme-linked immunosorbent
assay for the detection of plant viruses. J. Gen. Virol. 34: 475-483.

Engel, E., Arredondo, V., Martinez, R., Fiore, N., Burzio, L.O. & Valenzuela, P.D.T. 2003. Isolation,
Sequencing and Expresion of Genes of Chilean Isolates of Grapevine Fanleaf Virus. 14™ Meeting of
The International Council for the Study of Virus and Virus-Like Diseases of the Grapevine., September
2003, Locorotondo, Italy. pp. 24.

Engel, E. & Valenzuela, P.D.T. 2005. Simultaneous Detection of Grapevine Viruses using Microarrays.
XLVIII Meeting of the Biological Society of Chile. October 2005, Pucén, Chile.

Frangioni, J.V. & Neel, B.G. 1993. Solubilization and purification of enzymatically active glutathione S-
transferase (pGEX) fusion proteins. Anal. Biochem. 210(1), 179-187.

Sefc, K.M., Leonhardt, W. & Steinkeliner H. 2000. Partial sequence identification of grapevine-leafroll-
associated virus-1 and development of a highly sensitive IC-RT-PCR detection method. J Virol
Methods. 86(1),101-106.

Van Regenmortel, M.H.V. 1982. Serology and Inmunochemistry of Plant Viruses. Academic Press, USA.

Van Regenmortel, M.H.V. & Muller, S. 1999. (1% ed). Synthetic Peptides as Antigens. Elsevier, The
Netherlands.

119




INFLUENCE OF VIRUSES ON THE PERFORMANCE AND QUALITY OF CV. CRIMSON
SEEDLESS

M. Digiaro'(*), N. Fiore?, L. Tarricone®, S. Prodan? and T. Elbeaino’

Istituto Agronomico Mediterraneo, Via Ceglie 9, 70010, Valenzano (Bari), Italy; ?Faculty of Agronomic
Sciences, University of Chile, Av. Santa Rosa 11315, Santiago, Chile; °C.R.A., Istituto Sperimentale per
la Viticoltura, Sez. di Turi (BA), Via Casamassima 142, 70010, Turi (Bari), Italy

(*)Tel: +39 080 4606255; Fax: +39 080 4806275; digiaro@iamb. it

Introduction

To widen the offer for an increasingly demanding market, a number of new table grape varieties, among
which the cv. Crimson Seedless, have been introduced in the last years in Apulia, the leading table grape
growing region in Italy, and in Metropolitana IV, V and VI Chile regions. In many areas young vines of
Crimson developed a disease condition that caused much concern to the growers. Affected vines delayed
bud break by one-two weeks and exhibited extensive bud failure. The vegetation was less vigorous than
normal and crop visibly reduced. Leaves displayed a light early reddening and rolling of the blades and
bunches were pale-coloured, failing to ripen properly.

The severity of the symptoms suggested to investigate the disorder in more detail to ascertain its nature
and the agents involved.”

Materials and methods

In autumn 2004 some Crimson vineyards were selected in Apulia and Chilean regions and vines with and
without symptoms chosen. Differences in productivity and berry quality between symptomatic and
symptomless vines were determined and the viruses present in both types of plants were identified by
ELISA.

Tests were made on cortical scrapings extracts by DAS-ELISA (GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 and GLRaV-
3), DASI-ELISA (GFkV), and protein A-DAS ELISA (GVA) (Boscia et al., 1996). Polyclonal antisera and
monoclonal antibodies raised at University of Bari and from Agritest, Valenzano-Bari (Italy), were used as
reagents.

Results and discussion

As shown in Tab 1, the presence of symptoms was associated with a remarkable reduction of the yield
(from 20 to 44%, in two years of observation) mainly due to the reduced number of fertile buds, thus of
bunches per vine. Other significant detrimental effects were the lower sugar content (from 13 to 26%) and
the irregular and scarce coloration of the berries (Tab. 2). Because of the pale colouring many of the
bunches were unmarketable, the economic loss for the grower was much higher than that caused by the
simple reduction in the weight and number of clusters.

Table 1. Influence of sanitary status on vegetative characteristics and bud fruitfulness of Crimson Seedless
grapevines in ltalian vineyards.

Bud load/ Clusters per Clusters per
R Year vine Shootshvine Clustersiine vine/ vine/ Yield/ vine Yiekd/hectare
(n) (n) (n.) Buds per vine _ Shoots per vine (kg) (ton)
S 2004 84687aA 3953 aA 25.07 bB 0.29 bB 0.62 bB 11.48 bB 18.37 bB
H 86.93 Aa 44,87 aA 37.67 aA 0.47 aA 0.86 aA 20.37 aA 32.59 aA
S 2005 46.87aA  27.07 aA 14.93 aA 0.32 aA 0.52 aA 6.54 aA 10.46 aA
H 51.6 aA 29.4 aA 17.33 aA 0.35 aA 0.62 aA 8.18 aA 13.09 aA

* S = symptomatic; H = symptomless;
Values followed by different letters differ at P< 0,05 (small letters) e per P< 0,01 (capital letters)
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Table 2. Influence of sanitary status on the cluster and colour characteristics on Crimson Seedless at harvest.

Year  Vineyard Cluster Berries/ Berry weight Total soluble Brightness**

& Weight (g) Cluster (n.) (@) Solids (°Brix) L

S 2004 1 457,97 bA 100,93 bA 4,53 aA 12,70 bB 38,49 aA
H 2004 1 540,80 aA 115,77 aA 4,70 aA 17,23 aA 31,17 bB
S 2004 2 604, 8 aA 144,90 aA 4,20 bB 14,81 bB 40,14 aA
H 2004 2 573,17 aA 114,14 bB 4,96 aA 20,10 aA 30,15 bB
S 2005 5 437,72 aA 134,50 aA 3,22 bA 14,13 bB 29,80 aA
H 2005 1 472,03 aA 118,65 aA 3,92 aA 16,20 aA 20,68 bB

* § = symptomatic; H = symptomless; **this parameter Is strictly correlated with the colour and to the anthocians
content. Values followed by different letters differ at P< 0,05 (small letters) e per P< 0,01 (capital letters).

All six viruses tested were detected, to a different extent, in the totality of the 166 vines examined (Table
3). Symptomatic vines had an higher infection rate (94%) than symptomless vines (69%). The surprisingly
high infection rate of symptomless vines was mainly due to GLRaV-2 (63%), which was detected in all the
ltalian Crimson vines tested, and to GFkV (24%). In symptomatic vines the most common viruses were:
GLRaV-2 (80%), GFkV (72%), GLRaV-3 (67%), GVA (64%) and GLRaV-1 (35%). GFLV was detected
only in 4 vines in Chile, therefore its presence was considered only occasional and unrelated with the
disease. GLRaV-1, GLRaV-3 and GVA were only sporadic or completely absent in symptomless vines.

Table 3. Results of ELISA tests on Chilean (Ch) and Italian (It) vines of cv. Crimson.
*  Totalvines Infected vines GVA GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3 GFkV GFLV

(n) (%) () (%) () (%) (%) (%)
Ch s 43 86 35 60 56 37 42 9
H 27 19 15 - - . 4 -
It S 51 100 88 14 100 82 98 -
It H 45 100 7 - 100 9 36 -
Tot 8 94 94 64 35 80 67 72 4
Tot  H 72 69 10 - 63 6 24 -

* 8 = symptomatic; H = symptomless

A comparative analysis of virus incidence in diseased and symptomless vines (Tab. 3) suggests that: (i)
the syndrome under study has a clear-cut viral origin since, in general, symptomatic vines in both
countries had the worst sanitary condition. In Chile 86% of symptomatic vines were infected, versus 19%
of the symptomless ones, and in Italy, if GLRaV-2 is excluded because of its presence in all vines tested,
100% of symptomatic vines were infected, versus 40% of the symptomless ones,; (i) excepted for
GLRaV-2, whose presence was consistent in both symptomatic and symptomless vines (in particular in
Italian vineyards), the other viruses looked for, i.e. GLRaV-1, GLRaV-3, GVA and GFkV, were detected at
a significant higher rate in symptomatic than in symptomless vines; (iii) rather than by the infection by
single specific viruses, as the widespread presence of GLRaV-2 also in symptomless vines seems to
indicate, the diseased status seems to be determined and enhanced by mixed infections by two or more
viruses; (iv) viruses of the Closteroviridae family seem to have a major role in eliciting leafroll and its
detrimental effects, as suggested by their highly frequent detection in most of the Italian and Chilean
symptomatic vines; (v) GVA and GFkV, which were especially found in symptomatic Italian vines, seem to
influence the severity of the symptoms.

The origin of such a heavy presence of filamentous viruses is unknown, but it is likely that it came from
budwood and/or rootstocks rather than from mealybug vectors. If so, the present case represent a further
example of the devastating consequences of the introduction of new varieties in an area without previous
evaluation of their susceptibility to the prevailing viruses, and of the use of sanitary uncontrolled
propagation material.
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incompatibility phenomenon.( 2, 3 ).

In the 2000-2003 period, particularly in farms planted with the variety Thompson Seedless, grafted on Freedom and
Harmony, a syndrome identifiable as “Decline of Grafted Plants” has been observed,

The main symptoms of this alteration are a local excessive growing of tissue in the point of graft union, with an
internal necrosis and incomplete connection between the conductive elements of the rootstock and scion. In some cases these
symptoms continue with a lesser development and even the death of the plants affected. Also, and with some frequency, it is
possible to observe a good progress of the variety but not of the rootstock, which presents a stem diameter reduced
comparable with the scion, and a root system clearly insufficient to support the demand of nutrients and water. Normally,
these alterations are expressed during the first 2-4 months after planting, from mid spring to summer.

With the objective of studying the cause of the symptoms described, several plant pathology analyses have been

feck virus (GFkV). The antibodies were obtained from Agritest, Bioreba and Loewe and the assays were performed
according to manufacturer’s instructions The same samples have been analyzed also through RT-PCR to detect Grapevine
rupestris stem pitting-associated virys (GRSPaV), Grapevine rootstock stem lesion associated virus (GRSLaV), GLRaV-2.
GVA, GVB, and GFkV (1. 4,5, 6, 7). Also, some samples have been analyzed to determine the eventual presence of fungi
and bacteria as agents possibly causing the alteration described.

From the plants analyzed through ELISA and RT-PCR, positive results were obtained only for GLRaV-2, GFkV.
GVA and GRSLaV. As presented in Table I, the highest percentage of positive from all analyzed plants occurred for
GLRaV-2 and GFkV, for both Symptomatic and asymptomatic plants.

Table 1. Results of RT-PCR assay

Plasts Plants % plants % plants positive to diferent viruses j
analyzed positive GLRaVv-2 GFkV GVA GRSLaVv

THOMPSON
SEEDLESS/
FREEDOM :
with symptoms 20 - 65.0 65.0 60.0 0.0 5.0
w/o symptoms 17 58.8 58.8 58.8 0.0 0.0
THOMPSON |
SEEDLESS/ ‘
HARMONY |
with symptoms 16 56.3 25.0 3.2 18.7 i 0.0
w/o symptoms e 46.2 23.0 30.8 154 0.0

From the results, it js evident that GLRaV-2 and GFkV were the virus with the highest frequency in the samples
analyzed. Even though the percentages of incidence were greater in the plants with symptoms than in those asymptomatic,
differences are not important as to indicate certainly that one or both pathogens would be responsibie directly for the decline,

It has been observed also during the three seasons of the study that a high proportion of the plants affected have
been able to survive the crisis and achieve a sustained development of vegetation, and even to obrzin 200d production levels.
Besides, it has been determined that many plants which were positive for GLRaV and Gyt “2ver expressed decline
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The low percentage of infection by GRSLaV and GVA definitely excludes this agents as causing the alterations.
The fungi detected are also not responsible for the problem, they act as opportunistic pathogens, that means they develop due
to the general stress condition that the plants present. But without any doubt they contribute, together with GLRaV-2 and
GFkV, to worsen drastically the condition of the plants in the more critical cases.

After the three season observations conducted to determine the cause of the “Decline of: Grafted Plants™ in
Thompson Seedless table grapes, it is concluded that this phenomenon does not seem to be related clearly with the virus and
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Objectives
To verify association of phytoplasmas with

yellows symptoms detected in Chilean grapevines plants in the last two
vears molecular detection was employved to test sam|

ples collected in the grapevine growing region of the state. First years of
survey allow to identify 16Srl-C phyvtoplasmas in some of the symptomatic plants examined (7), during 2003 further
monitoring was performed to cover the main grapevine growing areas of Chile. '

Material and Methods

Grapevine samples showing typical yellows symptoms were collected starting from March 2002 from the V, VI,
VIl and Metropolitana Regions (RM) of Chile. The molecular testing was carried out on 14 samples in 2002 and on 41 in
2003. Total nucleic acids were extracted from 1 g of leaf midribs following the protocols described by Prince er al. (10) in
2002, and by Zhang er.al. (12) in 2003 with further silica particles purification step, diluted to a final concentration of 20
ng/ul in sterile deionized water. One ul of this dilution was used in direct PCR using universal primer pair P1/P7 (6, 11),
followed by nested PCR on products Siluted 1:30 in sterile distilled water, using primer pair R16F2/R2 (9). Group specific
primers R16()F1/R1 and R16(V)F1/R1 (9) were finally employed to increase detection sensitivity. Primers M 1/M2 (8) were
also employed in nested-PCR to cross confirm results. Each 25 pl PCR reaction mix contained 2,5 pl 10X PCR buffer, 0.8 U
of Taq polymerase (Polymed, Florence. ltaly). 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCI2 and 0,4 pM-each primer. Thirty-five PCR
cycles were performed in an automatzd thermocycler (Biometra, Uno Thermoblock. Gottingen. Germany, EU) under the
following conditions: 1 min (2 min for the first cycle) denaturation step at 940C, 2 min for annealing at 500C and 3 min (10
min for the last cycle) for primer exteasion at 720C. Six ul of PCR products were analyzed in a 1% agarose gel siained with
ethidium bromide, and then visualized with an UV transilluminator. To differentiate among phytoplasmas, PCR products
were digested with Trul. Tagl, Rsal, 4iul, Hhal, and Tsp3091 restriction enzymes according with the amplicon studied. and
RFLP fragments were separated in a 3% polyacrylamide gel stained with ethidium bromide, and then visualized with an UV
transilluminator and profiles were comgaraed with those of described phytoplasma strains.

Results

Molecular analyses demonstrated phytoplasma assotiation with vellows disease in the surveyed vineyards
of Chile: phytoplasmas were identified in grapevines collected in the regions studied in both 2002 and 2003. These
phytoplasmas were mainly detected with nested PCR using general primers R16F2/R2 and M 1/M2 and/or with RI6(IFI/R]
specific primers; identification was obtained by RFLP using the above mentioned enzymes. Phytoplasma identification
showed the presence of phytoplasmas belonging to 165rl-C subgroup (Fig. 1) in 2002 samples, the same subgroup was
occasionally detected in grapevine in the past in Italy in both Veneto region (3) (North ltaly) and recently in Abruzzo region
(5) (Central-South [talv). In 2003 samples. 165rl-B phytoplasmas were identified together with phytoplasmas belonging to
group 165rVII (Fig. 2) in some cases in mixed infection (data not shown); phytoplasmas of this subgroup were detected in
grapevine in both north and south Italy (1. 4). Phytoplasmas of group 165rVII were never reported before in grapevine; they
were however reported to infect ash and lilac in the US and a subgroup 16SrVII-B has been identified in South America
(Brazil) in S3o Paulo state in Erigeron and Catharanthus roseus plants naturally infected and showing witches’ broom
symptoms (2). Phytoplasma clearly referable to group 16SrXII-A (“Bois Noir™) (3) were also identified together with a
previously unreported RFLP profile in sample 28 on amplicons obtained with RI6(I)F1/R1 with four restriction enzymes
(Fig. 2). This phytoplasma show profiles referable to group 16Srl or 16SrXI1I-A

Fig. 1. Polyacrylamide gels (5%) showing the Tsp309I and the
Trul RFLP pauerns of phytoplasma rDNA fragments obtained
after nested PCR with primers R16(I)FI/RI from grapevine
samples with yellows symptoms from Chile 2002. Phytoplasma
reference strains: MOL, Moliére disease (16SrXII-A): CHRY.
Chrysanthemum yellows from Germany (16Srl-A): DIV,
diplotaxis virescence (16Srl-B); KVF. clover phyllody from
France (165rl-C); AY-A, aster yellows from Spain (16Srl-F).
Markers: $X174 Haelll digested: fragment sizes in base pairs
from top to bottom: [353, 1078. 872, 603. 310, 281, 271, 234.
194, 118, and 72; pBR322 Mspl digested: fragment sizes in base
pairs from top to-bortom: 622, 527. 404, 307, 242, 238. 217, 201,
190, 180, 160, 147, 123, 110, 90. 76, 67, 34.
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with ffhal. profiles referable w0 16SrXII-A with Tsp3091 and Trul but it differes from all the employed controls with Rsal. No
FD phytoplasmas were identified in the samples analysed. All the samples resulted to be positive were collected from
symptomatic grapevine plants located in VI, VII and Metropolitana Regions of Chile. There were not evidence of epidemic
spreading of yellows symptoms in the surveyed vineyards:

-
~
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Fig. 2. Polyacrylamide gels (5%) showing the RFLP patterns of phytoplasma rDNA fragments obtained after nested
PCR from grapevine samples with yellows symptoms collected in Chile in 2003. RFLP with Trul and Tsp3091 on the left
were obtained on M1/M2 amplicons: profiles with Rsal. Hhal. Trul and Tsp3091 on the right were obtained on R16(1)F1/R]
amplicons. Sample 28 show the undescribed profile referable to groups 16Srl and XII. Phytoplasma reference strains not in
fig. 1: NAXOS. periwinkle virescence from Sicily (group 16SrIX-C), FBPSA. faba bean phyllody from Sudan (16SrI1-C),
ASHY 1, ash yellows from New York State, US (16SrVII-A).

Research supported by Fundacion para la Innovacién Agraria, Gobierno de Chile. Proyecto FIA BIOT-01-A-013.
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REPORT OF NEW VIRAL DISEASES IN CHILEAN GRAPEVINES
S. Prodan. J. Montealegre. E. Aballay, A.M. Pino, P. Ferndndez, R. Reyes and N. Fiore

Departamentos de Produccion Agricola y Sanidad Vegetal. Facultad de

r Ciencias Agrondmicas. Universidad de Chile.
Avenida Santa Rosa 113135, La Pintana. Santiago de Chile, Chile. :

In order to study the phytosanitary conditions of chilean grapevines, and responding to the increasing preoccupation
for lower quantitative and qualitative levels of production that appear in some areas, we began_in 2002 a prospective study
aimed at covering a significantly large geographical area, from the north (4™ Region), passing through the central (5 and
Metropolitan Regions) and ending in the south (6 and 7* Regions) production zones of Chile. The material, collected during
the winter season (June-July) from 15 areas, consisted of mature canes from plants with symptoms, that may indicate viral
infection, and also symptomless plants. The most frequent symptoms were a yellowish. mosaic and downwards rolling of the
leaves. a poor coloration of the berry, low production, and a decline of the whole plant. :

The 366 plants collected were analyzed through DAS-ELISA to detect Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine
leafroll-associated virus I, 2, and 3 (GLRaV-1, GLRaV-2 and GLRaV-3), Tomato ringspot virus (ToRSV), Strawberry
latent ringspot virus (SLRV), Arabis mosaic virus (ArMV), and Grapevine virus A" (GVA). DASI-ELISA was used to
determine Grapevine virus B (GVB) and Grapevine fleck virus (GFkV). ELISA kits from Agritest. Bioreba and Loewe were
used according to the manufacturer’s instructions. 3 ;

Sixty-two of the samples collected were also analyzed through RT-PCR to detect Grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV), Grapevine rootstock stem lesion-associated virus (GRSLaV), GLRaV-2, GVB, GVA ( 1. 2. 3,
4). Also. some of the ELISA positive samples for GFkV were analyzed through RT-PCR ( 5 ). Both techniques were
performed on phloem tissue grinded 1:10 (w/vol) in the respective grinding buffer. 3

From all plants analyzed by ELISA. 60% were positive for at least one virus. This study reveals the presence of
GFLV, GLRaV-1, 2. 3, GVA, GVB. GFkV, ArMV, and ToRSV. GLRaV-2 and GFXV had the greatest infection levels (30.1
and 28.7%, respectively), followed by GVA (13.7%), GFLV (10.7%), GLRaV-3 (10.1%), GLRaV-1 (9.3%), GVB (2.2%),
ToRSV (1.6%) and ArMV (0.5%). SRLV was not detected. The most affected tal

ble grapes were Thompson Sesdless
(78.4%), Superior (71.4%), Crimson Seedless (63%), and Flame (8.3%); and the vine varieties were Syrah (91.7%).

Sauvignon Blanc (86.7%), Cabernet Sauvignon (65.6%), Merlot (57.9%), and Chardonnay (28.6%).

Two viruses never reported previously in Chile were found through RT-PCR: GRSPaV and GRSLaV, with 22.6
and 19.4% infection levels. respectively. ELISA results were confirmed for GVA. GVB and GFkV meanwhile the results for
GLRaV-2 virus were just partially confirmed by RT-PCR. The exception was Red Globe variety. where the ELISA positive
samples showed to be in fact GRSLaV positive. The two viruses show a 74% genomic sequence similarity and cross-reaction
occures when using the commercial ELISA kit for GLRaV-2 detection (4). 2

The results indicate that in Chiie are present the most important viruses that affect grapevines, and GVB. GFkV,
GRSLaV and GRSPaV are reported for the first time.

Research supported by Fundacion para la Innovacién Agraria. Gobierno de Chile. Proyecto FIA BIOT-01-A-013.
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Introduction

During the last five years, severe spreading of Bois Nois (BN) phytoplasmas ‘Candidatus Phytoplasma
solani’, has been described (Bertaccini of al., 2003) in several grapevine-growing areas, where samples
of grapevines, other plant species and insect vectors, or potential BN vectors - were collected. Molecular

ltalian vineyards, indicated that the use of Tuf gene could help in studying the spreading of BN
phytoplasmas (Botti ef al., 2005). Further research was performed in several grapevine growing regions
worldwide, in order to evaluate the usefulness of Tuf gene polymorphism in BN epidemiological studies.

Material and Methods

Grapevine samples collected since 2002 onwards in several regions of Northem lItaly [Emilia Romagna
(MO, RE, BO, RA), Veneto (PD, VE, VR), Lombardy (BS), Piedmont (AT), and of Central and Southem
ltaly [Umbria (PG), Tuscany (SI), and Apulia,( TA)] were analyzed together with samples from Spain
(Catalonia), Hungary (Eger, Tolna and Mecsekalja regions), Croatia, Serbia and Chile. Seventy-eight
samples of different plant species growing in, or in close proximity of BN infected vineyards in Modena
(MO), Reggio Emilia (RE), and Asti (AT) ltalian provinces, as well as from Rasina County in Serbia were
tested. Two hundred and seventy samples of H. obsoletus, and 190 of R, panzeri (frequently captured in
vineyards in which BN phytoplasmas were detected : Palermo et al., 2004), collected in MO and RE
provinces were also tested. Nucleic acids of plants and insects were extracted following different
protocols, from 1 g of phloem tissue, or insect batches, respectively. Direct PCR with universal primer pair
P1/P7, followed by nested PCRs using primer pairs F1/B8, R16F2/R2, and/or R16(1)F1/R1 was carried

Results and Discussion

16S rRNA. In the majority of the tested samples (200 grapevine, 18 other plant samples, and 140 insects)
no polymorphism was observed after RFLP analyses of 18S ribosomal gene confirming that ‘Ca. P.
solani’ (stolbur) is associated with grapevine yellows in all the geographical areas surveyed. In only two
cases the presence of polymorphisms was ascertained: grapevine samples collected in Chile contained,
together with phytoplasmas clearly referable to subgroup 16SrXII-A, one peculiar strain showing, after
Trul restriction, a double phytoplasma infection profile, referable to 16SrXIl and to 16Srl phytoplasmas
respectively. After RFLP with Rsal on R16(1)F1/R1 amplicons, a 16SrXIl-A profile was distinguishable
from the typical stolbur RFLP profile. After cloning the 16Sr amplicon of this sample and screening by
RFLP, ten recombinant colonies were obtained which showed 3 different profiles. Their sequencing
revealed that one phytoplasma was referable to the subgroup 16Sri-A (tomato big bud) while the other
two (Chile “a” and “b”) were homologous with members of the 16SrXII phytoplasma group. In particular,
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Chile “a” (AY739654) and Chile “b” (AY739653) showed 99% and 98% sequence identity to ‘Ca. P.
solani’, respectively, and the latter showed also 97% identity to ‘Ca. P. australiense’. Virtual digestion of
these sequences confirmed both the RFLP profiles obtained from cloned amplicons: Chile “b" profile was
identical to the one detected in the original PCR product from grapevine. A 16S ribosomal gene molecular
variant was identified also by RFLP with Trul in some of the R. panzeri samples collected in RE and MO
provinces. The sequence of this molecular variant showed 98% identity with 'Ca. P. solani’, however its
economic importance remains uncertain since it has not been detected so far in either grapevine or other
plant species.

JTuf gene. Only about 70% of all 16SrXI phytoplasmas detected in the samples tested were amplified with
the tuf gene system, however the R. panzeri molecular variant was amplified, and its Hpall restriction
profile was different from those previously reported (Langer and Maixner, 2004). Therefore, it was
designed as the type D. RFLP analyses performed on amplicons from grapevine collected in all the —-
areas investigated from Medicago sativa, Galega spp., Urtica dioica, R. panzeri, H. obsoletus from MO
and RE provinces, and on Convolvolus arvensis from MO, RE, and Rasina county in Serbia, allowed
phytoplasma identification of the type B. Type A phytoplasmas were detected in very high percentage of
samples from grapevine tested in MO, RE, Verona (VR) and Venice (VE) provinces. The same
phytoplasma type (A) was sporadically detected in the Padua (PD), Bologna (BO), Ravenna (RA),
Brescia (BS), Perugia (PG) and Siena (S1) provinces of Italy, and in the areas of Brodski-Stupnik, Jazbina
and Jaska in Croatia. It was also detected in ltaly in Parthenocissus quinquefolia from Asti province in
mixed infection with type B, and in H obsoletus and R. panzeri from MO and RE provinces. The type A
phytoplasma was never detected in herbaceous samples even though it appeared to be the most
frequent type in both grapevine and H. obsoletus samples collected in BN epidemic areas in Italy.
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Introduction

Fruit exports are one of the main economic activities of Chile being grapevine among the most important
species grown for table grapevine and wine production. As fruit production is widely affected by viral
pathogens that diminish the quality and quantity of the fruit obtained, certification programs are being
developed. Towards this objective, we decided to isolate and sequence four of the main viruses present
in our country: GFLV, GFkV, GLRaV-3 and GLRaV-1. With the sequences available, we produced
monocional and polyclonal antibodies raised against both, recombinant viral coat proteins and synthetic
peptides (Engel ef al, 2003). Using these tools, we developed sensitive and specific viral detection kits
based on ELISA and IC-RT-PCR, they showed to work with a variety of local and foreign infected plants.

Towards the design of a comprehensive parallel viral detection system we produced a microarray chip
containing oligonucleotides to detect all viruses known to infect grapevines (Bystricka et al, 2005; Bowtell
& Sambrook, 2003). These probes are complementary to highly conserved as well as to variable domains
of all the known grapevine viruses that have been totally or partially sequenced. This approach will allow
the detection in a fast and simple assay of the already known viruses, and detecting new unknown
viruses not explicitly represented on the array if their genomes have partial homology with the printed
probes.

Material and Methods )

Grapevine samples were collected from the central, V and VI geographical regions of Chile. Their sanitary
status was confirmed by commercial ELISA and RT-PCR. Total RNA was extracted (Chang et al, 1993),
and reverse transcription with random hexamers was performed. Different overlapping PCR products
were obtained according to the specific viral primers used together with the co-amplification of a
grapevine constitutive gene as positive control. For some viruses, 5 and 3° prime race was also
performed. Each purified product was cloned in the p-GEM-T easy vector and sequenced. Specific
primers containing restriction sites were used to clone the coat protein coding region of each virus in the
prokaryotic vectors pET-32a, pET-28a and pGEX 6P-1. Recombinant fusion coat proteins were affinity
purified and injected to rabbits and mouse to produce monoclonal and polyclonal antibodies (Van
Regenmortel, 1982; Frangioni & Neel, 1993). Additionally, a total of 18 synthetic peptides were produced
based on highly immunogenic portions from the coat protein sequences of local isolates of GFLV, GLR-
aV-1 and GLRaV-3, they where coupled to a carrier and used to obtain polyclonal antibodies (Van
Regenmoertel & Muller, 1999). Rabbit antisera and mouse ascitic fluid where analyzed against injected
antigens and infected plants. Positive antibodies were used for viral detection purposes by means of
TAS-ELISA and IC-RT-PCR (Sefc et al, 2000; Clark & Adams, 1977). i

A microarray chip containing 574 oligonucleotides, each of 70-mer length was printed in our genomic core
facility. Viral sequence data were obtained from our local database of sequenced virus and from curated
databases of total or partially sequenced viral genomes in GenBank. Each genome was divided in 70 nt
segments offset by 25 nt and alignment was done between each probe and all the viral members form
each family. Between 10 and 20 probes were synthesized for each viral genome depending on the size,
complexity and amount of sequence available. Additionally, probes complementary to constitutive
grapevine genes and hybridization controls were printed.

Results and Discusion

Chilean isolates from 4 of the main viruses present in our country were sequenced. One local isolate of
GLRaV-3 and GFLV was completely sequenced and several others local isolates of GLRaV-3, GLRaV-1,
GFLV & GFkV were partially sequenced. Their variability rates where analyzed and compared with
foreign isolates. GFLV RNA2 showed to have approximately 90% of identity when compared to French
and German isolates. GLRaV-3 complete genome showed to have approximately 97% of identity when
compared to a US isolate. The coat protein coding regions of these 4 viruses was completely sequenced,
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cloned and expressed in E. coli. Monoclonal and polyclonal antibodies were produced against these
recombinant viral coat proteins. They demonstrated to have very good specificity and titer when
compared with commercially available antibodies by IC-RT-PCR or ELISA assays. In all cases, the
antibodies capture efficiency was much better when the complete recombinant coat protein was used as
antigen instead of a mix of synthetic peptides.

A prototype microarray system was produced and shown to be able to detect most if not all the grapevine
viruses. The chip accuracy was validated for several of the viruses using viral genomic libraries and well
known infected grapevines. This approach showed to be a powerful and fast diagnostic method when
compared with traditional systems (Engel & Valenzuela, 2005).
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Introduction

To widen the offer for an increasingly demanding market, a number of new table grape varieties, among
which the cv. Crimson Seedless, have been introduced in the last years in Apulia, the leading table grape
growing region in Italy, and in Metropolitana IV, V and VI Chile regions. In many areas young vines of
Crimson developed a disease condition that caused much concern to the growers. Affected vines delayed
bud break by one-two weeks and exhibited extensive bud failure. The vegetation was less vigorous than
normal and crop visibly reduced. Leaves displayed a light early reddening and rolling of the blades and
bunches were pale-coloured, failing to ripen properly.

The severity of the symptoms suggested to investigate the disorder in more detail to ascertain its nature
and the agents involved.’

Materials and methods

In autumn 2004 some Crimson vineyards were selected in Apulia and Chilean regions and vines with and
without symptoms chosen. Differences in productivity and berry quality between symptomatic and
symptomiess vines were determined and the viruses present in both types of plants were identified by
ELISA.

Tests were made on cortical scrapings extracts by DAS-ELISA (GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 and GLRaV-
3), DASI-ELISA (GFkV), and protein A-DAS ELISA (GVA) (Boscia et al., 1996). Polyclonal antisera and
monoclonal antibodies raised at University of Bari and from Agritest, Valenzano-Bari (ltaly), were used as
reagents. :

Resuits and discussion

As shown in Tab 1, the presence of symptoms was associated with a remarkable reduction of the yield
(from 20 to 44%, in two years of observation) mainly due to the reduced number of fertile buds, thus of
bunches per vine. Other significant detrimental effects were the lower sugar content (from 13 to 26%) and
the irregular and scarce coloration of the berries (Tab. 2). Because of the pale colouring many of the
bunches were unmarketable, the economic loss for the grower was much higher than that caused by the
simple reduction in the weight and number of clusters.

Table 1. Influence of sanitary status on vegetative characteristics and bud fruitfulness of Crimson Seedless
grapevines in Italian vineyards.

Bud load/ Clusters per Clusters per
y Year vine Shootshine Clustersiine vine/ vine/ Yield/ vine Yield/hectare
(n) (n) (n.) Buds per vine  Shoots per vine (kg) (ton)
S 2004 8467 aA 39.53 aA 25.07 bB 0.29 bB 0.62 bB 11.48 bB 18.37 bB
H 86.93 Aa 44 .87 aA 37867 aA 0.47 aA 0.86 aA 20.37 aA 32.59 aA
S 2005 46.87 aA 27.07 aA 14.93 aA 0.32 aA 0.52 aA 6.54 aA 10.46 aA
H 51.6 aA 28.4 aA 17.33 aA 0.35aA 0.62 aA 8.18 aA 13.09 aA

* § = symptomatic; H = symptomiess;
Values followed by different letters differ at P< 0,05 (small letters) e per P< 0,01 (capital letters)
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Table 2. Influence of sanitary status on the cluster and colour characteristics on Crimson Seedless at harvest.

Year  Vineyard Cluster Beries/ Berry weight Total soluble Brightness**
g Weight (g) Cluster (n.) (@ Solids (°*Brix) L
s 2004 1 457,97 bA 100,93 bA 4,53 aA 12,70 bB 38,49 aA
H 2004 1 540,80 aA 115,77 aA 4,70 aA 17,23 aA 31,17 bB
s 2004 2 604, 8 aA 144,90 aA 4,20 bB 14,81 bB 40,14 aA
B 2004 2 573,17 aA 114,14 bB 4,96 aA 20,10 aA’ 30,15 bB
s 2005 i q 437,72 aA 134,50 aA 3,22bA 14,13 bB 29,80 aA

H 2005 1 472,03 aA 118,65 aA 3,92 aA 16,20 aA 20,68 bB
* § = symptomatic; H = symptomless; **this parameter Is strictly correlated with the colour and to the anthocians

content. Values followed by different letters differ at P=< 0,05 (small letters) e per P< 0,01 (capital letters).

All six viruses tested were detected, to a different extent, in the totality of the 166 vines examined (Table
3). Symptomatic vines had an higher infection rate (94%) than symptomless vines (69%). The surprisingly
high infection rate of symptomless vines was mainly due to GLRaV-2 (63%), which was detected in all the
ltalian Crimson vines tested, and to GFkV (24%). In symptomatic vines the most common viruses were:
GLRaV-2 (80%), GFkV (72%), GLRaV-3 (67%), GVA (64%) and GLRaV-1 (35%). GFLV was detected
only in 4 vines in Chile, therefore its presence was considered only occasional and unrelated with the
disease. GLRaV-1, GLRaV-3 and GVA were only sporadic or completely absent in symptomless vines.

Table 3. Results of ELISA tests on Chilean (Ch) and Italian (It) vines of cv. Crimson.
*  Totalvines Infected vines GVA GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3 GFkV GFLV

(n.) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
e 8 43 86 35 60 56 37 42 4
H 27 19 15 E & . 4 %
N -8 51 100 88 14 100 92 98 .
t H 45 100 7 % 100 9 36 .
Tot s 94 94 64 35 80 67 72 4
Tot __H 72 69 10 - 63 6 24 .

* S = symptomatic; H = symptomless

A comparative analysis of virus incidence in diseased and symptomless vines (Tab. 3) suggests that 0]
the syndrome under study has a clear-cut viral origin since, in general, symptomatic vines in both
countries had the worst sanitary condition. In Chile 86% of symptomatic vines were infected, versus 19%
of the symptomless ones, and in Italy, if GLRaV-2 is excluded because of its presence in all vines tested,
100% of symptomatic vines were infected, versus 40% of the symptomless ones; (i) excepted for
GLRaV-2, whose presence was consistent in both symptomatic and symptomless vines (in particular in
Italian vineyards), the other viruses looked for, i.e. GLRaV-1, GLRaV-3, GVA and GFkV, were detected at
a significant higher rate in symptomatic than in symptomless vines; (iii) rather than by the infection by
single specific viruses, as the widespread presence of GLRaV-2 also in symptomless vines seems to
indicate, the diseased status seems to be determined and enhanced by mixed infections by two or more

The origin of such a heavy presence of filamentous viruses is unknown, but it is likely that it came from
budwood and/or rootstocks rather than from mealybug vectors. If so, the present case represent a further
example of the devastating consequences of the introduction of new varieties in an area without previous
evaluation of their susceptibility to the prevailing viruses, and of the use of sanitary uncontrolled
propagation material.
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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 RF-PCR of some ELISA-negative samples
from symptomatic and symptomless vines gave the fol-
lowing infection rates: 6.36% for Grapevine fanleaf virus
(GFLN); 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 associat-
ed virus 3 (GLRaV-3); 0.26% for Grapevine leafroll asso-
ciated 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 (AtMV) were not detected.
Overall infection in the suneyed Chilean grapevines,
considering ELISA and RT-PCR, was 32.35%. Virus in-
fection ratio obtained from ELISA analysis in the six re-
gions, varied between 21.19% (Regién Metropolitana)
and 74.26% (Coquimbo). RT-PCR was used for detec-
tion 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 valu-
able crops, being extensively grown between Atacama
(III) and Maule (VII) regions (Fig. 1). The main wine
grape varieties are Cabernet Sauvignon, Merlot, Car-
ménére, Chardonnay, Sauvignon blanc, Syrah and Pinot
noir, whereas the prevailing table grape cultivars are
Thompson Seedless, Flame Seedless, Red Globe, Crim-
son Seedless and Superior.

Corresponding author: N. Fiore
Fax: +56.2.9785812
E-mail: nfiore@uchile.cl

Between 2002 and 2007, a number of vinevards of
different size were repeatedly visited to assess their sani-
tary status, from austral hemisphere late spring until au-
tumn (October to May) in the following regions: Ataca-
ma (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 sam-
pled during the whole survey period, their geographical
position was established by the GPS system and the
precise coordinates of sampled plants within the vine-
yard 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 varia-
tion of virus concentration (Kolber e al., 1985; Monis
and Bestwick, 1997).

Samples were tested for the presence of viruses previ-
ously 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 (ArtMV),
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) (Cereceda and
Auger, 1979; Auger et al., 1994; Herrera and Madariaga,
1994, 2001; Herrera, 1996) and for viruses hitherto un-
recorded 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), 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 de-
tection of GRSPaV and GLRaV-2-RG was exclusively
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Fig. 1. Map of Chile showing the regions where grapevines
were surveyed for the presence of the most economically im-
portant viruses. III: Region Atacama; IV: Regién Coquimbo;
V: Regién Valparaiso; VI: Region Libertador General Bernar-
do O’Higgins; VII: Regién Maule; RM: Regién Metropoli-

tana.

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, ArMVY and DASI-ELISA for GFkV
and GVB; (ii) Loewe (Munchen, Germany), DAS-
ELISA for ToRSV and SLRSV.

Testing was done following the manufacturers’ in-
structions 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 ar-
bitrarily set to increase the chance of detecting mild in-
fections. 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, Wiscon-
sin, USA). Target-specific primers were C995r/H5871,
H28/BB, 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); U1/D1 for ToRSV (Griesbach et al., 1995);
49d/48d for GRSPaV (Zhang et al., 1998) and RGH-
SP777-R/RGJSP227-F for GLRaV-2-RG (Rowhani et al,
2000).

To improve detection of GLRaV-1, the primers de-
scribed by Habili ez al. (1997) were modified based on

&
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the CP sequence of GenBank accession AF195822
(Fazeli and Rezaian, 2000), divergent nucleotides are at
positions in bold/underlined: LR-1R - 5' - GTTACG-
GCCTTTTGTTTACTATGG - 3' antisense and LR-1F
-5' - CGACCCCTTTATTGTTTGAGTACLG - 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 mot-
tled leaves, poor fruit setting and irregular ripening and
reduced size of the berries. Leafroll symptoms were fre-
quent, especially in red-berried varieties, whereas, de-
spite 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, ob-
served 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%
(Table 1). This virus occurred in all regions surveyed
(Table 2) with a prevalence in the Region Metropolitana

Table 1. Results of virus testing by ELISA.

Samples Positive Positive
Virus® tested samples samples

(No.) (No.) (%)
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
Jeafroll-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 2. Regional distribution of the seven most important viruses detected in Chile based on ELISA results.
. g . Overall
Region Viruses infection®
GFLV GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3 GFkV GVA GVB
Atacama 2/40 2/40 13/40 1/40 3/26 4/40 0/26 19/40
(5.00%) (5.00%) (32.50%)  (2.50%) (11.54%)  (10.00%) (0%) (47.50%)
Coquimbo 10/136 17/136 59/136 19/136 48/136 34/136 6/136 101/136
(7.35%) (12.50%) (43.38%) (13.97%) (35.29%)  (25.00%) (4.41%) (74.26%)
Valparaiso 15/343 25/358 104/380 30/358 82/380 37/371 8/361 155/384
(4.37%) (6.98%) (27.37%) (8.38%) (21.58%)  (9.97%) (2.21%) (40.36%)
Metropolitana 82/884 14/882 108/1137 40/881 82/1063 14/1068 0/991 249/1175
(9.27%) (1.58%) (9.49%) (4.54%) (7.91%) (1.31%) (0%) (21.19%)
Libertador Genéral
Bernardo O'Higgins  22/673 24/676 66/697 36/667 89/560 18/558 1/461 179/705
(3.27%) (3.55%) (9.72%) (5.39%) (15.89%) (3.22%) (0,21%) (25.39%)
Maule 1/95 7/89 18/89 8/89 20/89 8/89 0/89 37/95
(1.05%) (7.86%) (20.22%) (8.99%) (22.47%)  (8.99%) (0%) (38.95%)

* Number and percentage of positives against all analyzed samples for each virus.
b Total number of positive samples for at least one virus against all analyzed samples for each region.

de Santiago, where the highest infections rate was detect-
ed (9.27%), followed by Coquimbo (7.35%), then, in de-
creasing 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 prob-
ably reflects both the frequent soil infestation by
Xiphinema index in all viticultural areas of the country
(Aballay et al., 1998) and the high GFLV inoculum reser-
voir 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
et al., 2001) a substantial presence of this virus was ex-
pected. 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 ToORSV remained negative
in RT-PCR assays (Table 3). Since these results did not
confirm those of previous investigations (Herrera and
Madariaga, 2001), the seven samples weakly ELISA-
positive for ToORSV were re-assayed several times by
ELISA and RT-PCR in different seasons, proving con-
sistently free from this virus. This was taken as convinc-
ing 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 consid-

ered 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 ArMV. It is therefore
plausible to conclude that ArtMV does not represent a
problem for the Chilean grapevine industry, also be-
cause 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-trans-
mitted pathogen, in any of the 360 vines assayed by
ELISA.

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 2 ]
GVB : 1
ToRSV 220 0
ArMV 158
SLRSV n.t. n.t.

n.t.= not tested
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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
(Table 3).

As to the distribution of GLRaV-2 in the territory
(Table 2), the highest infection level was found in Co-
quimbo (43.38%) followed by Atacama (32.5%), Val-
paraiso (27.37%), Maule (20.22%), Libertador General
Bernardo O’Higgins (9.72%) and Regién Metropoli-
tana (9.49%).

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

GVA sho‘wed a moderate level of infection (5.08%)
in the whole territory, its incidence being high in Co-
quimbeo (25%), moderate in Atacama, Valparaiso and
Maule (10, 9.97 and 8.99%, respectively) and little sig-
nificant in Libertador General Bernardo O’Higgins
(3.22%) and Regién 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) (Table 2).

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

A low number of plants infected by GVB were de-
tected 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 Coquim-
bo (Table 2).

As shown in Table 4, GRSPaV was detected in 57 of
236 vines (24.15%). Infections by GRSPaV in Chile

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

Tested samples Positive samples

V' a

544 (No.) (No.)
GLRaV-2.RG 180 20
GRSPaV 236 57

*GRSPaV = Grapevine rupestris stem pitting associated virus,
GLRaV-2-RG = Grapevine leafroll-associated virus 2,
Red Globe strain. .

-
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most probably originate from propagating material be-
cause no natural vector is known, and the experimentally
proven presence of the virus in the pollen of Vitis ru-
pestris plants and its transmission through seeds
(Rowhani et al., 2000; Lima et al., 2006) may not be sig-
nificant 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 ez a/., 1998). This
means that vines latently infected by GRSPaV may de-
velop the disease if other viruses are transmitted via
grafting or vectors (Gribaudo et 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
(Table 4). In four samples, both GLRaV-2 variants were
present, indicating that mixed field infections are possi-
ble, but not frequent.

GLRaV-2-TS and its variant GLRaV-2-RG were
shown to be responsible of graft-incompatibility in
grapevines (Greif ez al., 1995; Uyemoto et al., 2001), as
determined by the type of rootstock (Pirolo ez al,
2006). Rootstocks are normally used nowadays in Chile,
especially for replants, which makes certification of
rootstocks, in addition to scions, of paramount impor-
tance 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 et
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 practi-
cally 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 pro-
ducing plants free from these viruses. A similar conclu-
sion 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 mealy-
bugs like Pseudococcus viburni, Ps. longispinus and
Planococcus ficus (Martelli and Boudon Padieu, 2006),
which are known to occur in Chile (Gonzales and
Volosky, 2006).
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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 na-
tional certification program for the production and
marketing of sanitarily improved grapevine propagative
material will be implemented, as it appears highly desir-
able. 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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W “REPORTE DE FITOPLASMAS PERTE-
NECIENTES AL SUBGRUPO 165rI-C
EN VIDES CHILENAS"”

Fiore N.', Botti S.2, Montealegre |.' y
Bertaccini A2

'Universidad de Chile, Facultad de Cien-
cias Agronémicas.

E-mail: nicolafiore_2000cl@yahoo.com
“Universitd di Bologna, DiSTA Patologia
Vegetale.

Durante el otofio 2002 se encontraron, en
vifiedos ubicados en la VI y Regién Metro-
politana, plantas que presentaban sinto-
mas tales como: decaimiento, hojas enro-
lladas, amarillez del follaje en el caso de
cepas de uva blanca y enrojecimiento del
tejido foliar y de las nervaduras en uvas
tintas. También se consideraron plantas
que presentaban bayas parcialmente
deshidratadas y con los sarmientos insufi-
cientemente lignificados (preferentemente
alrededor de los nudos). El dcido nucleico
total extraido desde las nervaduras de
hojas procedentes de plantas con la
sintomatologia antes indicada, se analiz6
a través de PCR con los partidores univer-
sales P1/P7, cuyo producto de amplifica-
cion fue procesado através de un ” Nested-
PCR" conlos partidores universales R16F2/
R2 seguidos por una ulterior amplificacién
con partidores especificos para los grupos
ribosomal de fitoplasmas 165rl y 165rXlI
R16(1)F1/R1. Sobre los amplicones obte-
nidos se procedid a efectuar un andlisis del
perfil de restriccion enzimatico (RFLP) con
Trul y Tsp5091 que permitié ubicar a los
fitoplasmas dentro del grupo 165 (aster
yellows group), subgrupo C. Las muestras
positivas se obtuvieron en plantas de las
variedades Carmenere, Petit Syrah y
Chardonnay. Estos antecedentes constitu-
yen el primer reporte de fitoplasmas perte-
necientes al subgrupo 16Srl-C en vides
chilenas. (Proyecto FIA BIOT-01-A-1 3).

® “IDENTIFICACION DEL CLOSTERO-
VIRUS GRAPEVINE LEAFROLL-2
(GLRaV-2),ENVIDES CVTHOMPSON
SEEDLESS CON SEVEROS SINTOMAS
DE INCOMPATIBILIDAD”

J. Auger, C. Narvdez y M. Esterio.
Departamento de Sanidad Vegetal,
Fac. de Ciencias Agrondmicas, Univer-
sidad de Chile.

E-mail: jauger@abello.dic.uchile.cl

En Chile la mayor superficie de uva de
mesa esta sobre pié franco, pero en los
dltimos afies en suelos de replante con

Principales Sintomas del Closterovirus
Grapevine Leaf Roll-2 (GLRaV-2)

W Fic. 8. GRAPEVINE LEAF ROLL-2 (GLRAV): A) SINTOMAS FOLIARES; ¥ SINTOMAS DE INCOMPATIBILIDAD EN:
B) Tnomrson Seeniess sosre FREEDOM, ¥ C) CRIMSON SEEDLESS SOBRE KOBER 5BB. (FUENTE: |. AUGER)

antecedentes de alta infestacién de
nematodos u otros problemas locales, se
han utilizado plantas injertadas. En el pre-
sente trabajo se investigd la causa de la
declinacién y sintomas de incompatibili-
dad del injerto en numerosas plantas de
vid cv Thompson Seedless, injertadas so-
bre los patrones Harmony y Freedom, de
2 y 3 anos de edad, respectivamente.
Mediante diagnéstico inmunolégico
(ELISA) y molecular (PCR) en plantas con
sintomas de declinacion e incompatibili-
dad se identificé a GLRaV-2, y se confirmé
la presencia del virus en viveros de propa-
gacién de los portainjertos. A partir de un
producto de PCR se secuencié un frag-
mento correspondiente a 200pb. Poste-
riormente, utilizando el programaBLASTN,
se confirmé laidentidad del virus, estable-
ciéndose una similitud de un 93% con un
fragmento del gen HSP-70 de GLRaV-2. La
técnica RT-PCR demostrd ser mas efectiva
que ELISA en la deteccién de GLRaV-2,
recomendandose por esto la utilizacién
de esta técnica en programas de certifica-
cion de vides.

B “RESULTADOS DE ANALISIS VIRO-
LOGICOS EN VIDES (Vitis vinifera L.)
DE BLOQUE DE SELECCION CLONAL
AGRO UC COLECTADAS EN ANTI-
GUOS VINEDOS DE CHILE DE LAS
REGIONES: METROPOLITANA, VIY VIl

C. Lillo y |. Pérez Harvey.

Fac. de Agronomia e Ing. Forestal,
Pontificia Univ. Catélica de Chile.
E-mail: clillo@puc.cl

Las enfermedades causadas por virus pro-
vocan importantes dafios en la viticultura,
desde reducci6n de vigor, disminucién en
la produccién, calidad de la fruta y vinos
obtenidos hasta provocar la muerte de la
planta. En el aiio 2000 se seleccionaron 80
potenciales clones asintomaéticos de Vitis
vinifera provenientes de 15 vifias: Cabernet
franc, Cabernet sauvignon, Carméneére,
Cot, Pinot noir, Merlot, Sauvignon gris,
Sauvignon vert, Semillon y Verdot. Estas
vides se establecieron en un Bloque de
Seleccion Clonal en el Campex COPEVAL,
San Fernando.

Las vides fueron evaluadas para detectarla
presencia de virus de importancia econé-
mica, a fin de incorporarlas al Programa
de Certificacion de Vides (Vitis spp.) porel
Servicio Agricola y Ganadero (SAG) en
Chile. Los andlisis fueron realizados a par-
tir de hojas y brotes utilizando la técnica
serolégica DAS-ELISA con anticuerpos
policlonales para los siguientes Nepovirus:
Tomato ringspot virus (ToRSV), strain
Chickadee y Peach yellow bud mosaic
(PYMB) (Bioreba, USA), Grapevine fan leaf
virus (GFLV).

En Closterovirus Grapevine leaf roll
associated virus (GLRaV-1, 3y 7) se utiliza-
ron anticuerpos policlonales vy
monoclonales para GLRaV-2 (Agritest, Ita-
lia). El resto de las pruebas fue realizado




[MIENTE

VOLUMEN 72 (3-4) JULIO- DICIEMBRE 2002

J SOCIEDAD AGRONOMICA DE CHILE




RESUMENES

medio (6-15 %); alto (16-30%) y severo(> 30 %). Con caracterizacién de virus y fitoplasmas que afectan a
los valores, se determing el grado de ataque de la vid” se procedié a efectuar una prospeccion en
acuerdo a la férmula de Townsend y Heuberger. Se vifiedos y parronales ubicados en la IV, V, Vi, vil y
concluyé que dos aplicaciones durante la floracién Regién Metropolitana, en plantas con sintomas
ejercen similar control que 5 aplicaciones desde pre- atribuibles a virus y fitoplasmas como en asintomaticas,
flor a baya de 6-8 mm. Asimismo, se determiné que Se recolectaron muestras las que se analizaron a
las aplicaciones tanto en pre-flor (antes de caliptras través de la técnica ELISA para los siguientes virus:
partidas) como en baya de 6-8 mm no tienen ninguna GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GFkV, GVA, GVB, ToRSV,
incidencia en el control de esta plaga en uva de mesa. ArMV y SLRSV. Una parte de las muestras

recolectadas se analizaron a través de Rér-PCErl para
¥ i i g el diagnéstico de GRSPaV y GRSLaV. E| 60,7% de
Trabajo ruhza:g' mmncumiamo de Dow Agrosciences. iag y

las plantas analizadas mediante ELISA resultaron
positivas por lo menos a un virus. E| estudio revela
la presencia de GFLV, GLRaV-1, 2, 3, GVA, ArMV y

ToRSV, ademés se reporta por primera vez en Chile
&%‘sﬁiﬂxﬁﬁ?ﬁgﬁ?&ne LEAFROLL. la presencia de GFkV, GVB, GRSPaV y GRSLaV.
2 éGLRaV 2), EN CULTIVARES DE UVA DE Los virus que .;e déle:‘saron con mayor frecuencia
gl fueron GLRaV-2 y GFkV.
mc%AMgg%gﬂgRgs SINTOMAS DE Para los fitoplasmas se procedié a la extraccion del
A écido nucleico total desde las nervaduras de hojas,
Auger, Jaime; Narviez, Claudio y Esterio, Marcela éste se analizd a través de PCR con los partidores
& i . D A P1IP?,u.ryoproductodeamp&ﬁcad6nﬁJepmcasado
w-ummd&n.m&'&:fzsts,s:m.m. E-mail: através de un “Nested-PCR" con R16F2/R2 seguidos
fauger@abeiio.dic.uchile.di. por una amplificacién con partidores especificos para
En Chile la mayor superficie de uva de mesa se los grupos ribosomal de fitoplasmas 16Sr y 16SrXil
encuentra sobre pie franco, pero en los Gitimos afios R16(I)F1/R1. Sobre los amplicones obtemdos_se
por diferentes razones, (suelos de replante con procedic a efectuar un andlisis del perfil de restriccion
antecedentes de alta infestacién de nematodos u enzimético (RFLP) con Trul y Tsp5091 que permitié
olros problemas locales), se ha recurrido a la utiizacion voicar alos fitoplasmas dentro del grupo 165 (aster
de portainjertos tolerantes a este tipo de problemas, yellows group). Algunos de ellos se identificaron como
En el presente trabajo se estudié y analizé la posible pertenecientes al subgrupo C. Estos antecedentes
causa de la declinacién y sintomas de incompatibilidad Chionaiyen el primer reporte de fitoplasmas en vides
del injerto en numerosas plantas de vid de las var. chilenas.
Thompson Seedless y Crimson Seedless injertadas

sobre los patrones Harmony, Freedom, y Kober 588 TProyecto FiA BIOT-01-A-13
de 2 a 4 afios de edad. Mediante diagnéstico .

inmunolégico (ELISA) y molecular (PCR) en plantas
con sintomas de declinacién e incompatibilidad se

: . O 46 RESPUESTA DE CEREZO (Prunus

:ﬁr‘:"‘s“gﬁ“ﬁgﬂ:: R L e ”n;{ﬂg:' avium) A LA APLICACIEN DE CIANAMIDA

A partir de un producto de PCR se secuencid un HIDROGEN?‘DA EN LAz IV REGION

fragmnwmﬂ'espondenteaZOOpb. Posteriormente, Lemus, Gamalier' y Rivas, Brian

utilizando el programa BLASTN, se confirmé |a Tinia

identidad del virus, estableciéndose una similitud de I

un 99% con un fragmento del gen HSP-70 de GLRaV- e

2 La técnica RT-PCR demostré ser més efectiva que £n las temporadas 2001 y 2002, se evaluaron distintas

ELISA en la deteccion de GLRaV-2, y de acuerdo a fechas de aplicacién de Cianamida Hidrogenada en

estos resultados es recomendable considerar la chrezos en la Provincia de Limari, IV Regién y su

utilizacién de esta técnica en programas de efecto sobre la brotacién y 1a floracién. EI 2001 se

certificacién de vides, aplacb._ en la variedad 'Van', en cinco fechas: 1y15
de junioy 1, 15 y 31 de julio, dejando un tratamiento
testigo sin aplicacion. La primera respuesta observada
fue un significativo adelanto de la brotacién en todos

O 45 NUEVOS REPORTES DE los tratamientos con respecto al testigo, ya que el

ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR VIRUS estado llamado “lado verde” ocurrié a principios de

Y FITOPLASMAS EN VIDES CHILENAS' agosto, 45 dias antes que en el testigo. La floracion

fue distinta en todos los tratamientos. Se observé que

Flore, Nicola'; Montealegre, Jaima'; Aballay, Erwin'; Prodag, a medida ba MR i

Skmona' Fern Pameis® Rodrigo"; Bottl, Simona’: que se atrasaba la aplicacion, la floracién
Bor;::un. Assunta’ y Pino, Ana » era mas concentrada y uniforme en el arbol. Es asi
AN como en el tratamiento del 15 de julio, la floracién se
Universidad Chile. Facultad de Ciencias . Casilla <

ioa"z s_anu-d:. Chile. E-mail: nieqhﬁnn_zmgyahu.eom inici6 el 31 de agosto y la plena flor se alcanzo el 7
Universita di gobgu DISTA Patologia Vegeiale de septiembre, con un 30,3% de flores abiertas y en

" s el tratamiento del 31 de julio, la floracion se inicié al

Dentro del marco del proyecto FIA “Elaboracién de S .

un sistema confiable para la deteccion y 5 de septiembre y la plena flor ocurrié el 17 de

SIMIENTE 72 (34) Julio- Diciembre 2002. Julio - Diciembre 2002
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localidades.
Proyecto FONDECYT 1010494,

IDENTIFICACION DE VIRUS EN MALEZAS
ASOCIADAS A PIMIENTO EN LA IV REGION.
(Virus identification on weeds associated to sweet
peppers in IVth Region, Chile). Sepilveda P, J.
Ormefio y P. Rebufel. Instituto de Investigaciones
Agropecuarias La Platina, Casilla 439/3, Santiago.
Chile. E- mail: psepulve@platina.inia.cl;
Jjormeno @platina.inia.cl

Durante la temporada 2001/02, se identificaron
virus en malezas asociadas a pimientos en diversas
localidades de la IV Regién. Se hizo un muestreo
de plantas de las malezas mas abundantes en los
distintos lugares prospectados, las que se
encontraban con y sin sintomas atribuibles a viro-
sis. La determinacion de virus se realizé mediante
la prueba de ELISA para virus del mosaico de la
alfalfa (AMV), virus del mosaico del pepino
(CMV). virus de la marchitez manchada del tomate
(TSWV). impatient necrotic spot virus (INSV) y
virus Y de la papa (PVY). De un total de 26
especies de malezas pertenecientes a 13 familias,
fue posible determinar los 5 tipos de virus, tanto
en plantas con y sin sintomas. Las familias Solan-
aceae y Asteraceae fueron las mds importantes
como reservorio de estos virus donde
predominaron las detecciones de AMV, INSV y
TSWYV en pacoyuyo (Galinsoga parviflora), toma-
tillo (Solanum nigrum), chamico (Datura spp.) y
nicandra (Nicandra physalodes).

Proyecto FONDECYT 1010494,

NUEVOS REPORTES DE ENFERMEDADES
VIRALES EN VIDES CHILENAS. (New reports
of viral diseases in chilean grapevines). Fiore N.,
J. Montealegre, E. Aballay, S. Prodan, P. Ferndndez,
R.Reyes y A. Pino. Universidad de Chile, Facultad
de Ciencias Agronémicas. Casilla 1004, Santiago.
Chile. E-mail: nicolafiore_2000cl @yahoo.com

Dentro del marco del proyecto FIA “Elaboracién
de un sistema confiable para la deteccién y
caracterizacion de virus y fitoplasmas que afectan
ala vid” se procedi6 a efectuar una prospeccién en
vifiedos y parronales ubicados en la IV, V, VI, VII

Fitswatmin

y Region Metropolitana. en plantas con sintomas
atribuibles a presencia de virus como en
asintomdticas. Se visitaron parronales y vifiedos
desde donde se recolectaron muestras, las que se
analizaron a través de la técnica ELISA para los
siguientes virus: GFLV. GLRaV-1, 2, 3, GFkV.
GVA, GVB, ToRSV, ArMV y SLRSV. Una parte
de las muestras recolectadas se analizaron a través
de RT-PCR para el diagnéstico de GRSPaV y
GRSLaV. El 60,7% de las plantas analizadas con
ELISA resultaron positivas por lo menos a un vi-
rus. El estudio revela la presencia de GFLV.
GLRaV-1, 2. 3, GVA. ArMV y ToRSV, ademis se
reporta por primera vez en Chile la presencia de
GFkV, GVB, GRSPaV y GRSLaV. Los virus que
se detectaron con mayor frecuencia fueron GLRaV-
2 y Fleck.

Proyecto FIA BIOT-01-A-13.

REPORTE DE FITOPLASMAS
PERTENECIENTES AL SUBGRUPO 16Srl-C EN
VIDES CHILENAS. (Report of 16SrI-C subgroup
phytoplasmas in chilean grapevines). Fiore N.!.
Botti S.%, J. Montealegre' y A. Bertaccini.
'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias
Agronémicas. Casilla 1004, Santiago. Chile. E-
mail: nicolafiore_2000cl@yahoo.com *Universits
di Bologna, DiSTA Patologia Vegetale. Italia.

Durante el otofio 2002, se encontraron en vifiedos
ubicados en la VI y Regién Metropolitana, plantas
que presentaban sintomnas tales como: decaimiento,
hojas enrolladas, amarillez del follaje en el caso
de cepas de uva blanca, y enrojecimiento del tejido
foliar y de las nervaduras en uvas tintas. También
se consideraron plantas que presentaban bayas
parcialmente deshidratadas y con los sarmientos
insuficientemente lignificados (preferentemente
alrededor de los nudos). El 4cido nucleico total
extraido desde las nervaduras de hojas procedentes
de plantas con la sintomatologfa antes indicada, se
analiz6 a través de PCR con los partidores
universales P1/P7, cuyo producto de amplificacién
fue procesado a través de un “Nested-PCR" con
los partidores universales R16F2/R2 seguidos por
una ulterior amplificacion con partidores
especificos para los grupos ribosomal de
fitoplasmas 16Srl y 16SrXII [R16(I)F1/R1]. Sobre
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los amplicones obtenidos se procedié a efectuar
un andlisis del perfil de restriccién enzimatico
(RFLP) con Trul y Tsp5091 que permiti6 ubicar a
los fitoplasmas dentro del grupo 168rl (aster yel-
low group), subgrupo C. Las muestras positivas se
obtuvieron en plantas de las variedades Carmenere,
Petit Syrah y Chardonnay. Estos antecedentes
constituyen el primer reporte de fitoplasmas
pertenecientes al subgrupo 16SrI-C en vides chilenas.
Proyecto FIA BIOT-01-A-13.

IDENTIFICACION DEL CLOSTEROVIRUS
GRAPEVINE LEAFROLL-2 (GLRaV-2), EN
VIDES CV THOMPSON SEEDLESS CON
SEVEROS SINTOMAS DE
INCOMPATIBILIDAD. (Identification of Grape-
vine Leafroll - associated Closterovirus 2 (GLRaV
- 2), in Thompson Seedless grapevines with graft
incompatibility symptoms). Auger J., C. Narvaez
y M. Esterio. Departamento de Sanidad Vegetal,
Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de
Chile. Casilla 1004, Santiago - Chile.
E-mail: jauger@abello.dic.uchile.cl.

En Chile, la mayor superficie de uva de mesa estd
sobre pie franco. pero en los dltimos afios en suelos
de replante con antecedentes de alta infestacién de
nemdtodos u otros problemas locales, se han
utilizado plantas injertadas. En el presente trabajo
se investigo la causa de la declinacién y sintomas
de incompatibilidad del injerto en numerosas
plantas de vid cv Thompson Seedless, injertadas
sobre los patrones Harmony y Freedom, de 2 y3
anos de edad, respectivamente. Mediante
diagnéstico inmunolégico (ELISA) y molecular
(PCR) en plantas con sintomas de declinacion e
incompatibilidad se identificé a GLRaV-2, y se
confirmé la presencia del virus en viveros de
propagacién de los portainjertos. A partir de un
producto de PCR se secuencié un fragmento
correspondiente a 200pb. Posteriormente,
utilizando el programa BLASTN, se confirmé la
identidad del virus, estableciéndose una similitud
de un 93% con un fragmento del gen HSP-70 de
GLRaV-2. La técnica RT-PCR demostré ser mas
efectiva que ELISA en la deteccién de GLRaV-2,
recomenddndose por esto la utilizacién de estd
técnica en programas de certificacién de vides.

94 =« Vol. 38 N2 2, Junio 2003

RESULTADOS DE ANALISIS VIROLOGICOS
EN VIDES (Vitis vinifera L.) DE BLOQUE DE
SELECCION CLONAL AGRO UC
COLECTADAS EN ANTIGUOS VINEDOS DE
CHILE DE LAS REGIONES:
METROPOLITANA. VI Y VII. (Results of viro-
logical analysis in grapevines (Vitis vinifera L.) of
clonal selection block Agro UC collected of old
vineyards in regions of Chile: metropolitan, VI
VID). Lillo C. y J. Pérez Harvey. Facultad de
Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia
Universidad Catélica de Chile. Casilla 306 Correo
22, Santiago. Chile. E-mail. clillo@puc.cl

Las enfermedades causadas por virus provocan
importantes dafios en la viticultura, desde reduccién
de vigor. disminucién en la produccién. calidad de
la fruta y vinos obtenidos hasta provocar la muerte
de la planta. En el afio 2000 se seleccionaron 80
potenciales clones asintomaticos de Vitis vinifera
provenientes de 15 vifias: Cabernet franc. Cabernet
sauvignon. Carmenére. Cot, Pinot noir. Merlot.
Sauvignon gris. Sauvignon vert, Semillon y Verdort.
Estas vides se establecieron en un Bloque de
Seleccién Clonal en el Campex COPEVAL. San
Fernando. Las vides fueron evaluadas para detectar
la presencia de virus de importancia econémica. a
fin de incorporarlas al Programa de Certificacion
de Vides (Viris spp.) por el Servicio Agricola v
Ganadero (SAG) en Chile. Los andlisis fueron
realizados a partir de hojas y brotes utilizando la
técnica serolégica DAS-ELISA con anticuerpos
policlonales para los siguientes Nepovirus: Tomato
ringspot virus (TORSV), strain Chickadee y Peach
yellow bud mosaic (PYMB) (Bioreba. USA).
Grapevine fan leaf virus (GFLV). En Closterovirus
Grapevine leaf roll associated virus (GLRaV-1. 3
y 7) se utilizaron anticuerpos policlonales y
monoclonales para GLRaV-2 (Agritest, Italia). El
resto de las pruebas fue realizado por DAS-ELISA.
con anticuerpos monoclonales: Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus B (GVB) y Fleck virus
(GFkV) (Agritest, Italia). De las 80 muestras
analizadas 9 resultaron positivas (1 1.3%) con
incidencias por variedad de: Cabernet franc 20%,
Cabernet sauvignon 15%, Carmenére 6,7%. Pinot
noir 20%, Sauvignon vert 16,7% y Syrah con
66,7%.

Filomatolyin



estado inicial para el desarrollo de pudricion dcida
en postcosecha, puede ser controlado con la
temperatura de almacenaje de 0°C y SO2. Sinem-
bargo, concentraciones elevadas pueden acelerar
la descomposicion de la baya. permitiendo la
proliferacion de bacterias acéticas. desarrollando
el estado terminal de la pudricién dcida.

COMPORTAMIENTO QUINOXIFENO EN EL
CONTROL DEL OIDIO DE LA VID.
RESULTADOS DE TRES TEMPORADAS DE
ENSAYO. (Quinoxipheno assessing on powdery
mildew disease of grape. Results from three year
assays). Riveros F. y C. Merino. Instituto de
Investigaciones Agropecuarias Intihuasi. Colina
San Joaquin SN. La Serena. Casilla: Apartado
Postal 36/B La Serena. Chile.

E-mail: friveros @ intihuasi.inia.cl.

Durante 3 temporadas se condujo en Limari Bajo
(Ovalle), ensayos de campo sobre un cultivar
altamente susceptible al oidio de la vid (Moscatel
de Alejandria). En las temporadas 1999 y 2000. la
investigacion tuvo por objeto verificar el efecto de
diferentes concentraciones del fungicida
Quinoxifeno. aplicadas cada 10 v 20 dias, en el
control del oidio de la vid (Oidium tukeri),mientras
que en la tercera temporada de ensayo. el objetivo
fue evaluar el efecto de diferentes combinaciones
de Quinoxifeno y Fenarimol en el control de la
enfermedad. Los resultados obtenidos en las dos
primeras etapas de esta investigacion determinaron
que en aplicaciones cada 20 dias de 20 cc/hl de
Quinoxifeno, presentd indices de ataque de 4.9 v
2.9, e indices de control de 88.1 y de 97.5
(temporadas 1999 y 2000 respectivamente). En
ambas temporadas, 10 cc/hl de Quinoxifeno
aplicado cada 10 dias, presento indices de ataque
de 6.1 y 0.8, con indices de control de 93.4 y de
99.1 respectivamente. Los resultados de la tercera
etapa de ensayos demostraron que concentraciones

de 8 + 5cc/hl, de 16 + 10 ce/hl. de 24 + 15 ce/hly -

32 + 20 cc/hl de la combinacion de Quinoxifeno y
Fenarimol respectivamente, aplicadas cada 20 dias,
presentaron un indice de ataque de 4.0,2.2, 1.2y
0.6 respectivamente. Al mismo tiempo que para
estos tratamientos se estimo indices de control de
93.4,959,98.0 y 99.0, respectivamente.

Filopafolyi

EFECTO DEL CONTROL DE Xiphinema index v
Criconemella sp. EN VID CV. THOMPSON
SEEDLESS A - DISTINTAS ' DOQSIS.
CONCENTRACIONES Y FORMAS DE
APLICACION DE DITERA Y ENZONE. (Con-
trol of Xiphinema index and Criconemella sp.. in
Vitis vinifera Thompson Seedless. with different
doses, concentrations and methods of application
of Ditera and Enzone). Valdivia M. v J.
Magunacelaya. Departamento Sanidad Vegetal.
Facultad Ciencias Agronémicas. Universidad
Chile, Santiago. Chile.

E-mail: jmagunac@uchile.cl.

Se estudid el control de Xiphinema index v
Criconemella sp. con los siguientes tratamientos:
aplicados por goteo fueron DiTera 30 I/ha 2500
ppm. DiTera 30 I/ha 8300 ppm. DiTera 40 /ha
2500 ppm, DiTera 40 I/ha 8500 ppm, Enzone 11 I/
ha 500 ppm. Enzone 23 1/ha 1000 ppm: aplicados
por inyeccioén fueron Enzone 15 I/ha 500 ppm v
Enzone 30 I/ha 1000 ppm. El ensavo se realizé en
vid cv. Thompson Seedless. en la localidad de Alto
Jahuel, comuna de Paine. en la temporada 2001-
2002. La poblacién de nemitodos se obtuvo de
muestras de suelo realizadas antes de la aplicacion
de los tratamientos, a 30 dias y en postcosecha. Se
evalué rendimiento. dafos en raices y peso de poda.
A 30 dias de realizado el control quimico las
poblaciones de X.index v de Criconemella sp. se
incrementaron sélo en el testigo. Todos los
tratamientos redujeron los niveles poblacionales
iniciales aunque fueron estadisticamente iguales.
En el largo plazo se mantuvieron las tendencias de
control. Los rendimientos mds altos se obtuvieron
en los tratamientos de DiTera y Enzone aplicados
por goteo. La poda de los tratamientos de DiTera v
Enzone fue mds alta estadisticamente que Nemacur
y el testigo. La calidad de las raices fue mejor en
los tratamientos que en el testigo. aunque no mostro
diterencia estadistica.

RESULTADOS PRELIMINARES SOBRE LA
ETIOLOGIA DEL DECAIMIENTO EN
PLANTAS DE UVA DE MESA INJERTADAS.
(Preliminary results on decline etiology of gratted
table grape plants). Fiore N.', J. Montealegre'. H.
Prieto’, y S. Prodan'. 'Universidad de Chile,
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Facultad de Ciencias Agronomicas. Casilla 1004,
Santiago. Chile.
E-mail: nicolafiore_2000cl @ yahoo.com “Instituto
de Investigaciones Agropecuarias La Platina,
Santiago. Chile.

En plantas injertadas de uva de mesa cultivadas en
laV, VI y RM se encontraron sintomas tales como
exceso de crecimiento en el punto de unién patrén/
injerto, menor desarrollo vegetativo. hojas
enrolladas y declinacién. Esta sintomatologia se
produce desde los primeros meses después del
trasplante y en los casos mds gravés se puede llegar
hasta la muerte de las mismas. Al observar los
tejidos internos, en el punto de unién patrén/injerto,
los elementos conductores del portainjerto se
encuentran parcialmente soldados a los de la
variedad con presencia de necrosis. Se han visitado
alrededor de 16 predios que presentaban el
problema y las variedades mds afectadas son
principalmente Thompson Seedless, Red Globe,
Flame, Superior y Crimson Seedless sobre
diferentes portainjertos tales como: Harmony., Free-
dom. Paulsen 1103 y Richter 110. Se han
analizados alrededor de 80 muestras a través de
ELISA para 10 virus (GFLV. GLRaV-1. 2, 3, GFkV.
GVA. GVB, ToRSV. SLRSV y ArMV) y RT-PCR
para 5 virus (GLRaV-2, GRSLaV, GRSPaV, GVA
y GVB). También se realizaron andlisis para
determinar presencia de hongos y bacterias. En la
mayoria de los casos los resultados fueron positivos
para GLRaV-2 v GFkV, seguidos por GRSPaV,
GRSLaV y GVA. Nunca se detecté Agrobacterium
vitis, ni hongos directamente responsables de la
alteracién observada. Muestras de Red Globe
positivas con ELISA a GLRaV-2, dieron resultado
positivo s6lo para GRSLaV con RT-PCR. Esto in-
dica que existiria una posibilidad de reaccién
cruzada con GRSLaV utilizando antisueros
comerciales para el diagnéstico de GLRaV-2. Los
resultados obtenidos a la fecha muestran que la
etiologia de este desorden no es simple. Si bien es
cierto que, con diferente incidencia y en los casos
mds graves, se han encontrados GLRaV-2,
GRSLaV, GRSPaV, GVA y GFkV, todavia no se
explica por qué muestras analizadas resultan
negativas a todos los virus antes mencionados.
Proyecto FIA BIOT-01-A-13
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IDENTIFICACION DE PROGENITORES QUE
TRANSMITAN MAYOR RESISTENCIA A
0iDIO (Podosphaera leucotricha) EN
HIBRIDACIONES DE MANZANO CON
RESISTENCIA A Venturia inaequalis. SEGUNDA
PARTE. (Selection of parents that transmit a high
level of mildew resistance (Podosphaera
leucotricha) to their progenies in scab resistant
apple hybridazation. Second part). Cruz M.
Instituto de Investigaciones Agropecuarias
Quilamapu. Casilla: 426. Chillin. Chile.
E-mail:mcruz@quilamapi.inia.cl

En la temporada 2000. se evalué en condiciones
de campo la infeccion de Podosphaera leucotricha
en una poblacion de 2.888 plantulas seleccionadas
por resistencia a Venturia. en la progenie de 17
combinaciones de cruzamientos de variedades de
Malus X Domestica: Gala X Murray. Fuji X
Murray, Royal Gala X Pink Lady. Royal Gala X
Prima, Fiesta X Idared. Astracdn rojo X Prima.
Jonagold X Klarapfel. Jonathan X Murray. Gala X
Pink Lady. Lustre Elstar X Prima. Reineta del
Canadd X Prima. Braeburn X Murray, Jonagold X
Murray, Puchacay X Murray. Hoover X Murray.
Alston X Prima . y Red Chief X Prima. Murray
Prima son resistentes a Venturia debido los genes
Vm y VI, respectivamente. Murray es. ademis.
resistente a oidio, y Prima también. aunque
moderadamente. El resto de las variedades
progenitoras tienen distinto grado de-
susceptibilidad a los dos patdgenos. La infeccion
de oidio en las distintas progenies tuvo valores de
media ponderada de ataque entre | y 2.46.
registrados en Reineta de Canadd X Prima y Royal
Gala X Pink Lady, respectivamente. Se usé una
escala ascendente de severidad de 0 a 3. Las
diferencias entre medias de distintas combinaciones
de progenitores fueron estadisticamente
significativas (P=0.035).

EFICIENCIA DE TRATAMIENTOS DE
POSTCOSECHA CON FUNGICIDAS EN EL
CONTROL DE Rhizopus sp. EN NECTARINOS.
(Efficiency of postharvest treatments with fungi-
cides in the control of Rhizopus sp. in nectarines).
Torres F.'. B. Pinilla® y M. Alvarez®. 'Universidad
de la Américas, Facultad de Ciencias

Fifopapologia
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solanacearum, even in viablc form, by Enrichment-
DASI-ELISA and Cooperative-PCR.

M.M. LOPEZ, E. BERTOLINI, P. CARUSO,
M.T.GORRIS, M.CAMBRA y E.G.BIOSCA.

IVIA, 46113, Moncada, Spain. Tel:34963424000,
fax:34963424001 mlopez@ivia.es

Ralstonia solanacearum es una bacteria de
cuarentena en la Unién Europea. En los ultimos
10 afios se han detectado focos de este patdgeno
en distintos paises europeos, relacionados con su
presencia en agua de riego. Dada la frecuente
existencia de infecciones latentes de R.
solanacearum y su supervivencia en aguas
superficiales, incluso a bajas temperaturas, en
estado viable pero no cultivable (VBNC), son
necesarios métodos sensibles y especificos capaces
de detectar la bacteria también en dicho estado. Se
ha puesto a punto la técnica ELISA-DASI
utilizando anticuerpos monoclonales especificos y
con un enriquecimientd previo de la muestra en
medio Wilbrink modificado y la técnica PCR
cooperativa. Ambas fueron capaces de detectar
menos de 100 células por ml y pueden ser
aplicables a andlisis masivos.

DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD
GENETICA DE CEPAS DE Xanthomonas
arboricola pv. juglandis, UTILIZANDO LA
TECNICA DE REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (PCR).

Determination of genetic diversity of Xanthomonas
arboricola pv. juglandis strains, using the
polimerase chain reaction (PCR) technique.

M. ESTERIO, I. PEREZ Y J. AUGER.

Depto. de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias
Agronémicas — U. de Chile. Casilla 1004 Santiago-
Chile. E-mail: mesterio@abello.dic.uchile.cl

Con el objetivo de estudiar la variabilidad genética
de las poblaciones de Xanthomonas arboricola pv
Juglandis agente causal de la Peste Negra del Nogal
(Juglans regia L.), principal enfermedad que afecta
aeste cultivo, se procedié a analizar la composicion
de las cepas obtenidas desde material vegetal
sintomdtico proveniente de distintos tejidos y de

distintas localidades de la zona central del pais. Las
cepas de X. a. pv juglandis fueron sometidas a
pruebas in vitro de resistencia al ion Cu+2, y
caracterizadas molecularmente mediante la variante
de PCR, Repetitive-PCR (rep-PCR). Para la
obtencién de los patrones genéticos de los aislados
de X. a. pv juglandis, se utilizaron los partidores
ERICIR, ERIC2 y BOXIR. Los patrones genéticos
obtenidos mediante las pruebas moleculares,
permitieron clasificar a las diferentes cepas de X.
a. pv juglandis en estudio en distintos grupos, de
acuerdo a su nivel de resistencia al ion Cu+2,

localidad, asi como también con respecto al tejido
infectado.

CARACTERIZACION ENZIMATICA DE
FITOPLASMAS AISLADOS DE VIDES
CHILENAS.

Enzymatic characterization of phytoplasma isolates
from Chilean grapevines.

A. GAJARDO!, S§. BOTTI? "J. MON-
TEALEGRE', A. BERTACCINI* y N. FIORE'.
'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias
Agrondémicas. Casilla 1004, Santiago. Fono / fax
(56-2) 6785726. E-mail nfiore@uchile.cl.
*Universitd di Bologna, DiSTA Patologia Vegetale.

Los fitoplasmas son agentes causales de variadas
enfermedades en vid. Con el propésito de verificar
la asociacién entre los sintomas observados en
predios chilenos y la presencia de estos pat6genos,
fueron analizadas mediante pruebas moleculares
41 plantas de vid provenientes de las Regiones V,
VI, VII y Metropolitana. La identificacién se
realizé mediante la amplificacién de secuencias
especificas ubicadas en el operén de genes
ribosomales de los fitoplasmas. Para la PCR se
utilizaron los partidores universales P1/P7 y se
procedié para “PCR anidada™ con el par
universal R16F2/R2 y/o los pares especificos de
grupo ribosomal 16Sr R16(1)F1/R1 y R16(V)F1/
R 1. Posteriormente, los distintos aislados fueron
caracterizados segin sus perfiles de restriccién
enzimidtica (RFLP) mediante digestién con las
enzimas Trul, Taql, Rsal, Alul, Hhal y Tspl. Este
andlisis permiti6 la identificacién de fitoplasmas
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pertenecientes a 10s grupos Aster yellow (16511
subgrupos B y C), Ash yellow (16SrVID) y Stolbur
(16SrXII subgrupo A), a veces encontrado en las
plantas como infeccion mixta. En ningiin caso se
detectd “Flavescencia dorada”. Los resultados
obtenidos constituyen la primera indicacion de la
presencia en Chile de fitoplasmas de los grupos
16SrX11 y 16SrVII, siendo este {iltimo detectado
por primera vez a nivel mundial en vides.
Proyecto FIA BIOT-01-A-1 3.

‘DETECCION MEDIANTE PCR-RFLP DE
Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici y Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, AGENTES
CAUSALES DE FUSARIOSIS EN TOMATE.
PCR-RFLP detection of Fusariun oxysporun f. sp.
Iycopersici and Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
Iycopersici, causal agents of fusariosis in tomato.
F. GONZALEZ’,M.A.PALMA', G. MOLINAY,
E. MONTENEGRO? y R. OYARCE! %
'Laboratorio Regional SAG, V Regién, Valparaiso.
2] aboratorio de Nematologia, Pontificia
Universidad Catélica de Valparaiso. *Laboratorio
de Biologia y Genética Molecular, Escuela de
Medicina, Universidad de Valparaiso.
Lab.biomolecular@uv.cl

El tomate es una de las hgrtalizas de mayor
importancia econémica en Chile. Enfermedades
importantes de distribucion mundial como las
producidas por Fusarium oxysporum f.sp.
Iycopersici (Fol), que ha sido reportada en nuestro
pais y las producidas por Fisarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici (Forl) han adquirido gran
relevancia por su dificil diagnosis. Actualmente
estas formas especiales son determinadas por Test
de Patogenicidad, técnica laboriosa que requiere
de bastante tiempo lo que dificulta su deteccién
oportuna. Debido a que las técnicas moleculares
son metodologias rdpidas y eficaces ¢l objetivo de
este trabajo fue detectar por PCR-RFLP a Fol y
Forl, con el fin de controlar y certificar el ingreso
o salida del pafs de éstos. Se amplificé el gen “Fac-
tor de Elongacién 1-o” (EF1-a), en 68 cepas de F
oxysporum aisladas desde diversas localidades de
la V Regién y'en 4 cepas patogénicas controles
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importadas de Seminis EE.UU. Posteriormente por
digestidén con endonucleasa Msel se logré
diferenciar a Fol y Forl de las cepas de F. oxysporum
no patogénicas. Estos resultados fueron
confirmados mediante Test de Patogenicidad,
reveldndose de esta manera la eficiencia de esta
técnica.

OBTENCION Y CARACTERIZACION
PRELIMINAR DE PLANTAS DE TOMATE
(Lycopersicon esculentum) TRANSFORMADAS
CON GENES DE CAPSIDE DE DIFERENTES
POTYVIRUS.

Transformation and characterization of tomato
plants with coat genes from different potyvirus.
M. VALENZUELA, A. LE MENN y P
ROUSSELLE

UGAFL, INRA. Domaine St. Maurice, BP 94,
84143 Montfavet cedex, France. (33) 432.72.27.271
72:27.01,

aline.lemenn @avignon.inra.fr,
patrick.roussg[]e@avi'ggon.igra.ﬁr. st
mvalenzuelao @yahoo.com

Dentro de un programa de investigacion sobre la
resistencia derivada del patégeno por medio de la
insercién de genes « capside » de. diferentes
potyvirus a través de la transformacién genética
del tomate via Agrobacterium tumefaciens, se
realiz6 un estudio sobre la regeneracion de plantas
y la integracién de genes. Se evaluaron tres
construcciones denominadas LMV, WMV y PVY,
que portan los genes de capside del virus del
mosaico de la lechuga, el virus del mosaico de la
sandiay el virus Y de la papa respectivamente. Estas
tres construcciones portan el gen de resistencia a
la kanamicina (nptll) y WMV porta igualmente el
gen de la betaglucuronidasa (GUS). Las. plantas
transformadas TO fueron caracterizadas por medio
de citometria de flujo (andlisis de la tasa de ploidia),
test histoquimico GUS, PCR y Southern blot para
el gen nptll, y test de germinacién de semillas T1
sobre kanamicina. La caracterizacién de la totalidad
de las plantas transformadas mostré un importante
porcentaje de plantas tetraploides (32,92%). Entre
las plantas diploides, el 51,72% fueron GUS (+),
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NJERIA
En suelos con vifias y/o parrones se acumulan patégenos y
nematodosmafectanespeclﬁcarnentealavid.&rcasode

replante es aconsejable emplear plantas injertadas, pues son mds
resistentes a estos problemas,

ATO 0
Anivelnmrndiajlavidesunhosoedemnaturaldenusdemn;
virus diferentes. Los mas diseminados son aquellos clasificados ¢
" el grupo de los nepovirus.

DECAIMIENTO DE VIDES:

mal s

nombre

ING. AGR. NICOLA FloRE En las tltimas temporadas se han detectado sobrecrecimientos en Ja unién
MCLAGR JAIME MONTEALEcng patron-injerto en parras de Los Andes, San Felipe y Paine. -
quﬂmdemmm i

n las tltimas tres tem-
Eporadas de produccién
de uvas se ha observa-

; do un sobrecrecimiento exa-
gerado en el punto de unién
patrén-injerto que posterior-
mente ha gatillado el debili-
tamiento de las plantas. El
problema se centra en
Thompson Seedless injerta-
da sobre patrones Freedom y

reas plantadas con material
proveniente principalmente
de viveros, las que han sido
afectadas en zonas como Los
Andes, San Felipe y Paine.
Un problema similar, pero
no idéntico, ha sido reporta-
do en la variedad Red Globe
por fitopatélogos de la U. de
California (Davis), quienes
concluyeron que la altera-
cién se debe a Grapevine ro-

duccién de las vides, hay que
recordar que los virus pue-
den inducir incompatibili-
dad entre el portainjerto y la
variedad, © .t Ut o

En el marco del proyecto
financiado por FIA, “Elabo-
racién de un sistema confia-
ble para la deteccién y carac-
terizacién de virus y fito-
plasmas que afectan a la

GRSLaV fue bajo.

A la luz de los resultados
se podrfa pensar en GLRaV-
2 y GFkV como los respon-
sables del “Decaimiento de
plantas injertadas”. Sin em-
bargo, las diferencias en el
porcentaje de infeccién entre
Plantas con sintomas y testi-
B0S No son importantes para
sindicarlos, con certeza,

tectd la presencia de Agr.
bacterium vitis, que produ.
tumores en el cuello, ramas
Pparte aérea de la vid.

Cabe sefalar que en |.
tres temporadas en estud;
se ha observado que cerc
del 90% de las plantas afec
tadas ha podido superar |
crisis. El porcentaje de pér
dida se relaciona en part:

vid”, se investigé el origen como responsables directos  con plantas muertas y -
Harmony y ha sido identifi-  otstock stem lesion associa- de estos sintomas ged@mlgM@dn&unﬂmdgrmm !
cado como “Decaimiento de - :ted virus' (GRSLaV). ™ ™" i¢chicas seroldgicas (ELISA)™ modo, este’ problema no'pa- 'mspéc\c"del”!m%

plantas injertadas”.
Ya son cerca de 200 hect4-

Ademds de afectar la can- .
tidad y la calidad de la pro-

3
¢
k-

firk g ST

ADEMAS DISTRIBUIDORES DE:
RICHIGER: Embutidoras de Gramg
CESTARE: Tohvay Autocargables
FEYFE: Siloy Cranelerns
SIXCOM: Boisas de Siloy

CHERARD!: Sembradoras Cero Labranza de malz.

TSANTIRGS) 36d3080 Y

i MELIPILUAY. 8339250 % RANCAGUA] (72) 220987 v CORICO/ 175) 3014507 %]
LINARES] (73) 210050+ CHILLAN (42) 264915 » TEMUCO/ (45) 211548 » PUERTO VARAS) (85) 234802

-'i.'-Tattersall“

T ¥8 Rad da Dixtrfbwidores

y biomoleculares (RT-PCR)
para la deteccidn de los virus
de mavor relevancia econé-
mica. También se considerd
la eventual presencia de

rece tener una clara relacién
con tales virus.

En algunas de las mues-
tras se determind la presen-
cia de los hongos Vertici-

1rén, lo que implica sombre
amiento y falta de Juz par:
un normal desarrollo,

En opinién de los agricul
tores afectados, Ja recupera

hongos y bacterias como po-  llium dahliae y Fusarium ciénes tal que la planta logr:
sibles agentes responsables. Spp. aislados de la zona ne- un desarrollo vegetativ,
: crética en la unién patrén- aceptable y, ademds, su nive

oty variedad. Se trata de patége-  de produccidn no difiere e
Investigacién nos oportunistas que se des- mds de 20 Ppor ciento respec
El uso de plantas injerta-  arrollan debido al estado ge- to de vides sanas, con L
dasen el cultivode lauvade neral de estrés quepresentan  perspectiva que la brecha s

mesa es una herramienta de
reciente introduccién en
Chile que no est4 ajena a
problemas relacio-

las plantas y que sin lugar a
dudas contribuyen, junto
con los virus, a que las con-

diciones de las vides

pueda ir reduciendo con
tiempo.

Medidas

nados, en sus orfge- empeoren en
nes, a un manejo forma drds-  Ya que no existen eviden.
agrondémico in- tica en los cias de

suficente y a la
presencia de pa-
tégenos, particu-

casos mds

No se

criticos.

del origen del problema se
debe orientar hacla patdge.

larmente virus, en d e - nos menos comunes o des-
el material de pro- : conocidos, sin olvidar aspec-
Ppagacion. tos concernientes a la téon;-

De este modo, HANEEEN ca de injertacidn y al manejo
No es de extrafiar Y RARRAC 3+ de las plantas en los huertos

que los andlisis
practicados hayan arro-
jado resultados positi-
vos a los virus Grapevine
leafroll associated virus 2
(GLRaV-2), Grapevi.ne fleck

virus (GFkV), Grapevine '

ejemplares con sfntomas
como en testigos (sin sfnto-
mas), sin mayores diferen-
cias entre los injertados
sobre Freedom o Harmony.
GVA se detect sélo en plan-
tas sobre Harmony y el por-

VUhdSyen b Ll g

centaje. de infeccién de

3. =

Los sintomas

Esta alteracién se manifiesta como un exceso de crecimiento
del tejido vegetal en el punto de la unién patrén-injerto, con

o — " e T virus A (GVA) y GRSLaV. necrosis interna e incompleta conexidn entre los elementos
e ,?{ij_}i:.__. At P.Roqg%:‘?gv? ESPARCIDORES DE ABONOD "/ ' - GLRaV-2 y GFkV fueron | conductores del portainjerto y de la variedad. En muchos
{ fif.é% JIOFRESADD R SRR e B S S los més frecuentes, tanto en casos esto conduce a un menor desarrollo ¢, Inchso, 3 L

muerte de la planta. Con cierta frecuencia la variedad presen:
mmmmnuhmdmﬁbmddwﬂ.
jeﬂoanﬁsreduddoyhnﬂstumﬁddﬂhuﬁcimepam
. satisfacer la demanda de nutrientes y agua,
Lanunifutaddndtbssbuummwubsprim
msZAnmspostedwulhmmfmdgpn.
mmyvm.ﬁd«i.mm;debaanmd"dac
desde el momento del injerto, ;
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'FITOPLASMAS EN VIDES:

Pequefios grandes enemigos

Sonorgamsnmmmntesrrésmnﬁosquelas
bacterias, carentes de pared celular y forma definida.

" Estudio detecté en Chile un grlupo de estos patégenos que

estd adquiriendo caracteristicas epidémicas en algunas

areas de Europa.
ANDRES ACEVEDO FARIAS

~e | de fitoplasma no es
w7 un concepto de amplio
e dominio en los campos
chilenos. El grueso de los
agrénomos habrd oido ha-
blar de estos agentes infec-
cinsos, similares a las bacte-
rias, en alguno de sus cursos
de fitopatologfa; pero de ah{
a toparse con ellos en el
campo... De hecho, siguen
siendo agentes bastante des-
conocidos para el agro nacio-
nal. Mds atin, a nivel mun-
dial es poco y nada lo que se
sabe sobre sus reales capaci-
dades fitopatogenas.

Sin saberlo, muchos viti-
cultores han convivido con
estos patdgenos, entre otras

, Fazones, ya que su sintoma-
tologfa se confunde ficil-
mente con la de los virus, ¢s-
pecialmente los que causan
enfermedades del tipo “lea-
froll”. A medida que los me-
dios de diagndstico han evo-
lucionado hacia técnicas mo-
leculares queda de manifies-
to su presencia en los vifie-
dos y parronales del pafs.

Un mal mundial

Frente a la incertidumbre
de este panorama, el proyec-
to FIA, “Elaboracién de un
sistema confiable para la de-
terminacién y caracteriza-
cidn de virus y fitoplasmas
que afectan a la vid”, lidera-
do por loa investigadores de
la Universidad de Chile
Jaime Montealegre y Nicola
Fiore, considerd una peque-
fia prospeccidn en campos
entre las regiones V y VII
para verificar la asociacién
entre sintomas caracterfsti-

IDENTIFICACION DE FITOPLASMA

Regién F Virus asock Variedad
v 16SrXII-A GFkV, GLRaV-1/2,
___GFLV, GVA Autumn Royal
16SrXIT-A  GFkv, GLRa\Eiﬁ  Thompson Seedless
RM 16Sr1-C ninguno __ Petit Syrah
165r1-C ninguno "~ Carmenere
165rVII ninguno _ __ Carmenere
165rVIl  GLRav-3 Merlot
165r1-C nd. i e P o i
VI 165r1 _hinguno Carmenere
16S(1-C__  n.d. Chardonnay
165r1-C + ! R RoE
165rVII ninguno Carmenere
VII  16Srl ninguno Carmenere
165rVII n.d. Chardonnay
16SVII  GFKV,GLRaV-2 Merlost
16SrVI1 + :
16Sr1-B____ GVA, GLRaV-1, GFkV_Syrah
16SrXIT ninguno Cabernet Sauvlgnun
Datos prefiminares.

Los andlisis viroldgicos se realizaron para: GFLV; GLRaV -1, 2 3; GFIN GVAy

GVB; GRSPaV; ToRSV; ArMV y SLRV.,

cos de amarilleces de lavid y
la presencia de fitoplasmas.

Se analizaron 51 plantas de
vid sintomdticas que mani-
festaban hojas con liminas
enrolladas, endurecidas y
total o parcialmente® amari-
llas en las variedades blancas
y rojizas en las tintas. Tam-
bién lignificacién irregular
de sarmientos, decaimiento
Y, €N Casos severos, muerte
de plantas.

El estudio consideré am-
plificacién génica y andlisis
de perfiles resultantes de res-
triccion enzimdtica (PCR
/RFLP), lo que permitid
Identificar 15 muestras posi-
tivas a fitoplasmas (ver re-
cuadro).

Los resultados dan cuenta
de la identificacién por pri-
mera vez en Chile de los gru-
pos 165rl, 165rXIl y 16ScVIL.
El dltimo grupo nunca antes

EL MERCURIO

habfa sido encontrado en
vides a nivel mundial.

El grupo 16 SrXII-A estd
asociado a la enfermedad
epidémica Bois noir o made-
ra negra, la cual se presenta
desde hace tiempo en los te-
rritorios vitfcolas europeos.
Segiin comenta la especialis-
ta de la Universidad de Bo-
logna Assunta Bertaccini,
esta enfermedad —transmi-

"“tida por Hyalesthes obsole-

tus— estd asumiendo en al-
gunas dreas caracteristicas
epidémicas, por lo cual es

" objeto de estudios epidemio-

Iégicos para evitar que sus
danos puedan alcanzar la
magnitud de los provocados
por la flavescencia dorada.
La flavescencia dorada es
la fitoplasmosis mds impor-
tante a nivel mundial. En Eu-
ropa ha alcanzado niveles de
epidemia. Por ejemplo, en

15 grupos subdivididos a su vez en subgrupos.

EstAhmadame!ADNnbomalleysed’shngum Hutmainm'ﬁzpumectmmm'nblénpor
material vegetativo (estacas o yemas) y cliscuta.

Sintomas

Su presencia se manifiesta
como aborto floral, amari-
llez generalizada, parcial lig-
nificacion de los sarmientos,
hojas enrolladas como
tridngulo, bayas con menos
qusto, hojas y venas de co-
loracién rojiza, cambio en la
textura de las hojas, bayas
deshidratadas.

1995 en la zona de Piacen-
za/Pavia en [talia se detectd
una reduccién de 50% de la
produccidn con ¢l cierre de
alguran bodegas, La repeti-
cidn de esta situacién en el
tiempo llevd a decretar su
control obligatorio a partir
de 2000. Por ejemplo, en las
zonas donde estd difundida
se efectian monitoreos y tra-
tamientos contra el vector —

el langostino Scaphoideus ti-
tanus—, y en las zonas focos
ademiis son arrancadas las
vides que presenten sinto-
matologfa sospechosa.

Chile estd libre de este 1il-
timo mal, sin embargo, Ber-
taccini recalca que todas las
fitoplasmosis de la vid pue-
den volverse epidémicas tras
la minima variacién de fac-
tores como clima, pricticas
culturales y variedades usa-
das. Ademds, la introduccién
de elementos fordneos, como

nuevos  insectos, puede
poner en peligro el ecosiste-
ma del vifiedo.

Medidas urgentes

_ Se puede decir que los es-
tudios en esta materia recién
estdn comenzando en el pais,
por lo que existon muchas
interrogantes por responder,

como por ejemplo, cudl es el
vector de los grupos identifi-
cados hasta el momento. Sin
embargo, es necesario acele-
rar el tranco para que no se
repita la experiencia europea
en los vifiedos nacionales,

Aunque actualmente,
segin sefala Fiore, parece
.ser de extrema gravedad lo
que estd ocurriendo a la cepa

I Merlot, con deshidratacion
de bayas que se acentiia acer-
cdndose a la cosecha.

“Los dafos por pérdida de
fruta ocasionados este ano
han sido considerables para
varios productores. Los and-
lisis preliminares realizados
en los laboratorios indican a
los fitoplasmas como los res-
ponsables de lo que estd ocu-
rriendo en Merlot”, sostiene

- Fiore.

En un taller organizado
por el Departamento de Pro-
duccién Agricola y Sanidad
Vegetal de la Universidad de
Chile se llegd a la conclusion
de la urgencia de determinar
la incidencia de la presencia
de enfermedades causadas
por estos agentes en las dife-
rentes regiones geogrificas
de Chile; capacitar a profe-

- sionales v técnicos de campo

en el reconocimiento de sus
principales sintomas; ¢ in-
vertir en investigacion a fin
de evitar la diseminacidn de
los fitoplasmas presentes v
aquellos que eventualmente
pudieran detectarse a futuro.
En ¢l intertanto, frente a la
pregunta de cdmo manejar cl
problema, Assunta Bertacci-
ni indica que hay que che-
quear el material de propa-
gacidn a nivel de viveros, cli-
minar lan plantas sintomati-
cas previa confirmacldn on
laboratorlo, producir mate-
rial libre de fitoplasmas (con-
trol molecular en el tiempo
de las plantas madres), y
control  adecuada e los
eventuales vectures,



