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SECCION 1

Resultados

y lecciones aprendidas

El presente libro tiene el propésito de compartir con los actores del sector los resultados, experien-
cias y lecciones aprendidas sobre la deteccién y caracterizacion de virus y fitoplasmas que afectan
la vid, a partir de un proyecto financiado por la Fundacién para la Innovacién Agraria, FIA.

Se espera que esta informacién, que se ha sistematizado en la forma de una “innovacién apren-

dida”," aporte a los interesados una nueva herramienta tecnolégica que les permita mejorar la
productividad de sus cultivos.

» 1. Antecedentes

Los analisis y resultados que se presentan en este documento han sido desarrollados a partir de las
experiencias y lecciones aprendidas en la ejecucién del proyecto de innovacién (proyecto precur-
sor)? “Elaboracién de un sistema confiable para la deteccién y caracterizacién de virus y fitoplasmas
que afectan la vid”. El proyecto fue financiado por FIA y ejecutado por la Facultad de Ciencias Agro-
ndémicas de la Universidad de Chile, en asociacién con la Vifia Santa Rita y Univiveros, entre los meses
de diciembre de 2001 y diciembre de 2005.

El objetivo principal de esta iniciativa fue desarrollar un sistema confiable basado en técnicas molecu-
lares (serologia y amplificacién génica) orientado al diagnéstico y caracterizacion de los principales
virus y fitoplasmas que afectan la vid.

La herramienta tecnolégica desarrollada se basa en la utilizacién conjunta de técnicas moleculares de
deteccién de virus (ELISA y RT-PCR) y fitoplasmas (nested-PCR) en vides viniferas y de mesa, las que,
con el proyecto precursor, se ajustaron como técnicas de deteccién de dichos microorganismos,
especificamente en vides.

Cabe sefalar que la técnica inmunolégica ELISA (enzyme linked inmuno sorbent assay) se utili-
za como apoyo (para el caso de deteccién de virus) de la técnica génica PCR (polymerase chain

' “Innovacién aprendida”: analisis de los resultados de proyectos orientados a generar un nuevo servicio
o herramienta tecnolégica. Este andlisis incorpora la informacién validada del proyecto precursor, las lec-
ciones aprendidas durante su desarrollo, los aspectos que quedan por resolver y una evaluacién de los
beneficios econémicos de su utilizacién en el sector.

2 “Proyecto precursor”: proyecto de innovacién a escala piloto financiado e impulsado por FIA, cuyos resulta-
dos fueron evaluados a través de la metodologia de valorizacién de resultados desarrollada por la Fundacién,
analisis que permite configurar la innovacién aprendida que se da a conocer en el presente documento. Los
antecedentes del proyecto precursor se detallan en la seccién 2 de este documento.
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reaction), que es adecuada para la deteccién tanto de virus como de fitoplasmas (ver 2.2 en esta
Seccién).

Durante la ejecucién del proyecto precursor se efectué una prospeccién del estado sanitario de vi-
des viniferas y de mesa, entre las regiones de Coquimbo y del Maule, lo que permitié evidenciar la
distribucién de virus y fitoplasmas en esta especie de tanta importancia para la fruticultura nacional
gue, ademas, son causa de preocupacién para los productores.

Al momento de la ejecucién del proyecto la deteccién de virus y fitoplasmas en vides y otros frutales
se enmarcaba netamente en el ambito de la investigacion, con el objetivo de prospectar la presencia
e importancia de dichos organismos causantes de enfermedades. Ello se fortalecié con el proyecto
precursor, ya que se identificé la presencia de nuevas especies y razas y se elaboré una herramienta
confiable que se encuentra disponible como servicio para la industria, cuyo objetivo es mejorar la
calidad de la fruta y de las plantas a producir.

> 2. Base conceptual y tecnoldgica de la herramienta

Los virus y fitoplasmas se caracterizan por ser parasitos obligados (necesitan vivir siempre junto a su
hospedero) que afectan a diversas plantas cultivadas, como la vid. Cominmente las enfermedades
virales se denominan sobre la base de la descripcién de los sintomas observados en las plantas
enfermas, por ejemplo: enrollamiento de la hoja (leafroll), corteza corchosa y fanleaf (hoja en
abanico).

Diversos estudios han mostrado que las vides pueden presentar infecciones mixtas y muchas veces
los mismos sintomas pueden ser causados por mas de un virus. Ademas, los sintomas pueden estar
influidos por condiciones estacionales y climaticas (Monis, 2006b).

Estos patégenos raramente causan la muerte de la planta, pero si afectan enormemente los
rendimientos y calidad de las uvas y acortan la vida Gtil de las plantas haciéndolas mas susceptibles
a otros agentes como hongos e insectos.

Algunos virus no producen sintomas en la vid,
otros no manifiestan sintomas notorios cuando
el grado de infeccién es leve (por lo que a veces
pasan inadvertidos o se confunden con los
efectos de otros factores), mientras que otros
causan clorosis o necrosis, mosaico, detencién
del crecimiento y enanismo, y encarrujado de
hojas, entre otros.

Foto 1. Los sintomas del leafroll
incluyen el enrollamiento de la hoja
hacia abajo y el enrojecimiento o
amarilleo de las areas internervales
de las hojas, dependiendo del
color de la fruta o de la variedad
de uva (Monis, 2006a).
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Por otro lado, los fitoplasmas producen cambios de color, principalmente en hojas (amarillez o
enrojecimiento), enanismo, falta de vigor e incluso la muerte de la planta en casos extremos.
Muchos de los sintomas causados por estos patégenos pueden confundirse con desequilibrios
nutricionales, dafios mecénicos y con enfermedades de origen fisiol6gico.

Los virus que afectan a la vid se transmiten a través de vectores como nematodos e insectos.
Sin embargo, la causa principal de su diseminacién a grandes distancias es el uso de material
de propagacién infectado; por ello, la prevencién de la infeccién es la Gnica medida efectiva
para evitar su presencia, lo que se logra mediante la obtencién y multiplicacién de plantas libres
de virus (al menos de los principales), y del control efectivo de los vectores responsables de su
propagacion.

De lo anterior se desprende que no existe un control curativo de virus y fitoplasmas, sino acciones
preventivas para evitar la contaminacién y diseminacién de los patégenos. .

2.1 Virus y fitoplasmas fitopatégenos en vid

Los hallazgos e identificaciones de virus y fitoplasmas son relativamente recientes y son un pro-
ducto del avance cientifico y tecnolégico alcanzado en los dltimos afios, el que ha permitido
implementar procedimientos e instrumentos de gran alcance y precision.

Las principales virosis que afectan a la vid son:

e grapevine fanleaf virus (GFLV)

e tomato ringspot virus (ToRSV)

e grapevine fleck virus (GFkV)

e grapevine leafroll-associated viruses (GLRaVs)
e rugose wood complex

e arabis mosaic virus (ArMV)

e strawberry latent ringspot virus (SLRSV)

Los virus fanleaf (hoja en abanico o degeneracién infecciosa) son nepovirus, cuyas razas inducen
malformaciones de las hojas y sarmientos, o decoloracién amarillo brillante del follaje. En ambos
casos se observa una reduccién del vigor y de la calidad y cantidad de produccién. La “enferme-
dad de hoja en abanico” (GFLV) es una de las mas graves, y causa un rapido decaimiento en los
cultivares mas sensibles, baja calidad de la fruta y disminucién del rendimiento.

En infecciones severas la produccién puede reducirse hasta un 80%. Uno de sus principales sinto-
mas es la deformacién de las hojas, las que toman la apariencia de abanico abierto, lo que le da
nombre a la enfermedad. Otros sintomas comunes incluyen el amarillamiento de las hojas (mo-
saico), bandas amarillo claro cercanas a las nervaduras (vein banding), ramificaciones anormales
y entrenudos cortos. Las vides afectadas por esta enfermedad tienen un cuajado pobre y una ma-
duracién de la fruta heterogénea. El GFLV es transmitido por el estilete del nematodo Xiphinema
index, muy comun de encontrar en las areas de cultivo de la vid en Chile.

El virus ToRSV también corresponde a un nepovirus, cuyos sintomas varian segun las condiciones
ambientales. En climas frios sus sintomas son mas acentuados y se observa una disminucién del
vigor, detencién del crecimiento, deformacién de hojas y sarmientos y baja productividad; estos
sintomas, a su vez, hacen a las plantas mas sensibles al frio. En climas templados se afecta el rendi-
miento pero no el vigor, y las hojas pueden mostrar bandas amarillas a lo largo de las venas. Este
virus es responsable de la virosis llamada “enfermedad del amarillamiento de las nervaduras” (ye-
llow vein disease), también conocida como la “enfermedad del decaimiento moteado del tomate”
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(tomato ring spot decline) y del “moteado del tomate” (tomato ring spot). El ToRSV es transmitido
por numerosos nematodos y Xiphinema americanum es su principal vector.

El virus fleck o marbruna es latente en vides europeas y en muchos portainjertos americanos. En
Vitis rupestris los sintomas consisten en el clareamiento de las venas de tercer y cuarto orden, con
machas trasllcidas localizadas (manchas cloréticas). En algunos casos se puede observar deten-
cién de crecimiento y deformacién de las hojas. Cuando el moteado en las hojas es numeroso,
éstas se presentan contorsionadas y deformadas. El virus del moteado de la vid (grapevine fleck
virus- GFkV) ha sido asociado con esta enfermedad.

Se define como leafroll (hoja enrollada) a la
enfermedad producida por siete virus serol6-
gicamente diferentes, la cual se manifiesta en
hojas mas angostas que lo normal, con mar-
genes enrollados y decolorados, con cambio
de color a rojo parpura o amarillo en varieda-
des rojas (tintas) y blancas, respectivamente.
Estos virus pertenecen a dos grupos estrecha-
mente relacionados: Closterovirus (del griego
“clostero”, parecido a un hilo) y Ampelovirus
(del griego “ampelos”, vid). Uno de éstos, el
GLRaV-2, se ha asociado con los sintomas de
incompatibilidad de portainjerto y variedad,
los que generalmente no se manifiestan, a
menos que sea injertado material infectado
sobre determinadas variedades de portain-
jerto.
Foto 2. Las plantas infectadas con la
enfermedad de enrollamiento de la
hoja son ligeramente mas chicas que
las sanas. A veces la nervadura prin-
cipal de la hoja permanece verde. Los
racimos de uva son mas chicos de lo

normal y tienen un menor contenido
de azdcar (Monis, 2006a).

La enfermedad “complejo de la madera rugosa” (rugose wood complex) se asocia a cuatro virus:

®  rupestris stem pitting

e corky bark (GVB)

e kober stem grooving (GVA)
e LN33 stem grooving

Los diferentes sintomas del complejo de la madera rugosa son dificiles de distinguir en el campo.
Comunmente se observa reduccion en el vigor de las plantas, brotacion tardia, disminucién de la
produccién y, en algunos casos, planta infectada declina y muere en pocos afios. Puede ocurrir un
engrosamiento y rugosidad de la corteza, presentarse una textura esponjosa y la madera del injer-
to, portainjerto o ambos, resulta deformada. El estrés ambiental y/o la combinacién del sindrome
de la madera rugosa con otras enfermedades pueden intensificar los sintomas de la enfermedad.

Los sintomas asociados con el virus mosaico de arabis (arabis mosaic virus, ArMV), son similares
al decaimiento que provoca “fanleaf” e incluye clorosis foliar, necrosis y deformacién, entrenudos
mas cortos, crecimiento reducido y, especialmente, decaimiento. El virus infecta a muchos hués-
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pedes y tiene una distribucién mundial. Numerosos nematodos son responsables de su transmi-
sién, pero su principal vector natural es Xiphinema diversicaudatum.

Otros nepovirus relacionados con el GFLV (grapevine fanleaf virus) y transmitidos por nematodos
pueden encontrarse en las vides, entre otros:

e moteado de la frambuesa (raspberry ringspot, RpRSV)

e anillo negro del tomate (tomato black ring, TBRV)

e mosaico cromado de la vid (grapevine chrome mosaic)

* moteado latente de la frutilla (strawberry latent ringspot, SLRSV)
e virus bdlgaro latente (bulgarian latent virus)

Los fitoplasmas causan en la vid sintomas que incluyen el amarillamiento de las hojas, ademas de
disminucién del vigor y del rendimiento. Estos sintomas se denominan en conjunto “amarillez de
la vid”, no difieren significativamente de los descritos para virus y son producto de la accién de
diversos fitoplasmas, entre otros:

e flavescencia dorada

* bois noir
e vergilbungskrankheit

2.2 Técnicas de diagnédstico de virus y fitoplasmas

Las metodologias mas utilizadas en el diagnéstico de enfermedades virosas “copian” una pequefia
porcién de su acido nucleico, por lo tanto son especificas para el virus objetivo. Las técnicas de
diagnéstico mas utilizadas en virologia vegetal se clasifican en inmunolégicas, génicas y biolégicas.

Entre las inmunolégicas la principal es ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) y entre las
génicas la RT-PCR (reverse transcriptation polymerase chain reaction). De la unién de estas dos
se obtiene una tercera técnica de diagnéstico muy utilizada en el dltimo tiempo: la IC-RT-PCR
(immuno capture reverse transcriptation polymerase chain reaction).

Estos métodos tienen la ventaja de ser seguros, sensibles y aceptados en numerosos protoco-
los oficiales mundiales. Con las técnicas bioldgicas se utilizan indicadores herbéaceos o lefiosos
diferenciados para cada especie. En el primer caso se infectan las plantas mediante transmisién
mecanica; para aquellos virus que no se transmiten mecanicamente se hacen injertos en plantas
lefiosas indicadoras. En ambos casos existe la desventaja de necesitar mas tiempo para el diag-
néstico en relacion a la utilizacion de otras técnicas.

La prueba ELISA involucra la unién de la cubierta externa del virus con un anticuerpo especifico;
los anticuerpos (tipo de proteina elaborada por el sistema inmunolégico de un animal en res-
puesta a una invasion extrafia) presentan sitios especificos de unién que “reconocen” una forma
molecular. Debido a la capacidad de la molécula del anticuerpo para reconocer con precision y
unirse a determinadas formas en otras moléculas, la actividad de acoplamiento del anticuerpo es
usada para identificar especificamente virus y otros patégenos vegetales (Monis, 2006a).

Con el método ELISA, los extractos del tejido vegetal se colocan en un plato de prueba que ha sido
recubierto con anticuerpos especificos. Si el virus esta presente en la muestra se unira a los anticuer-
pos especificos del plato, los que seran detectados por una reaccién enzima-sustrato que produce
un color de reaccion. Una de las ventajas de ELISA es que se pueden procesar muchas muestras
simultaneamente; ademas es de relativamente bajo costo y es un método rapido (los resultados
pueden obtenerse aproximadamente en tres dias). Sin embargo, sélo debe usarse como un méto-
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do filtro porque podria no detectar infecciones si el virus se encuentra en bajas concentraciones. Lo
anterior es comun en el caso de los virus causantes de las enfermedades de leafroll (enrollamiento
de la hoja), incompatibilidad de injerto y madera rugosa. Para asegurar la ausencia de infeccién,
un resultado negativo con ELISA deberia ser siempre confirmado usando PCR (Monis, 2006a).

La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacién (es decir, pro-
ducir multiples copias) del RNA viral que podria estar presente en la vid en bajas concentraciones.
Todos los virus conocidos que infectan a la vid estan conformados por RNA, que previamente a la
PCR debe ser convertido en DNA. Esta técnica se denomina RT-PCR (PCR transcriptasa inversa) y
requiere una porcién de RNA viral e iniciadores para lograr el inicio del proceso de copiado.

Los iniciadores o “primers” son segmentos cortos de DNA que activan el proceso de copiado ge-
nético. La ayuda de la polimerasa (molécula que facilita el proceso de copiado del DNA) produce
duplicados del RNA viral inicial. La duplicacién se repite varias veces con cada copia haciendo mas
copias, asi, luego de 40 ciclos, se ha producido mas de 1 millén de millones de copias, y el virus
puede ser detectado.

En los Ultimos afios se ha avanzado en la comprensién de la composicién del genoma de los
virus de la vid, por lo que la PCR se ha transformado en un método usado de preferencia para la
deteccién sensible y especifica. Sin embargo, la PCR es laboriosa y cara, y deberia ser usada para
la deteccién de virus encontrados en baja concentracién y para la confirmacién de ausencia de
infeccién (Monis, 2006a). Por el contrario, ELISA se utiliza fundamentalmente para la deteccién e
identificacién de virus en laboratorio y se considera como la prueba de rutina y el primer acerca-
miento al conocimiento del estado sanitario de las plantas.

Para el diagnéstico de fitoplasmas la técnica mas utilizada es la PCR. Para aumentar su sensibili-
dad se utiliza un método definido como “nested”, que consiste en una primera amplificacién por
medio de PCR con partidores universales, cuyo producto se somete a un segundo ciclo de PCR.
En esta segunda etapa se utiliza otra pareja de partidores universales o especificos capaces de
amplificar una zona interna del producto de la primera amplificacién, lo que permite mejorar la
sensibilidad de la técnica.

» 3. El valor de la herramienta desarrollada

La industria viveristica en Chile ha alcanzado niveles altos de desarrollo. Muchos realizan
esfuerzos notables por contar y mantener material sano y la gran mayoria trabaja con materiales
Elite, internados desde centros acreditados de diferentes partes del mundo. También una
proporcién importante realiza prospecciones periddicas de los principales virus, mediante PCR,
a sus planteles madres, desde donde obtienen el material de propagacién.

Estos esfuerzos son necesarios y meritorios, ya que en Chile la certificacién de plantas de vides
no es obligatoria, aunque el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) cuenta con la normativa que
permitiria a los viveros interesados certificar sus plantas, sin embargo, a la fecha no existen
viveros que estén comercializando plantas bajo esta condiciéon. Alin cuando la certificacién fuese
una realidad, los mecanismos de prevencién son fundamentales de aplicar, a fin de evitar la
potencial infectacién de las plantas.

La sintomatologia se manifiesta de diferentes formas en las parras, lo cual dificulta una evaluacién

precisa de las posibles pérdidas, las que pueden estar asociadas a factores como: disminucién del
rendimiento, menor crecimiento de las plantas, cambios e irregularidades de coloracién de la

10
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fruta, disminucién del calibre, retardos en la madurez, baja concentracién de azlcares, aumento
de susceptibilidad a otras formas de dafio, efectos sinérgicos con otros patégenos, muerte de
plantas e incompatibilidad del patrén-injerto. Estos efectos pueden pasar inadvertidos en plantas
asintomaticas, adn cuando la disminucién de la produccién podria llegar a un 5% por afio.

En este contexto, la adaptacién y utilizacién conjunta de las técnicas de ELISAy PCR en el proyecto
precursor permitié crear un sistema de diagnéstico de enfermedades causadas por los principales
virus y fitoplasmas que afectan a las plantaciones chilenas de vid. Aunque estas técnicas son
mundialmente conocidas y aceptadas para el estudio de dichos patégenos y considerando que
en Chile ya se habian realizado estudios conducentes a evaluar la presencia de virus y fitoplasmas
en vides y otros frutales (Herrera y Madariaga, 2000; 2002; 2003), la utilizacién conjunta de las
dos técnicas otorga sin dudas, una mayor precisiéon en los resultados, los que han permitido crear
las bases para que el sector viticola cuente, en el corto plazo, con un sistema de diagnéstico
confiable y con una interesante proyeccién a futuro, especialmente con relacién al desarrollo de
la industria fruticola del pais, tanto respecto de la mejora del estado sanitario de las plantaciones,
como de la comercializacién de plantas libres de virus y fitoplasmas.

Ademas, la aplicacién de estas técnicas permiti6 constatar el estado sanitario de las vides en Chile,
y la presencia de virus y fitoplasmas fitopatégenos, algunos de los cuales fueron detectados por

primera vez en el pais y cuya presencia era desconocida.

En sintesis, la tecnologia desarrollada corresponde béasicamente a una herramienta de diagnéstico
de la presencia de virus y fitoplasmas que afectan a la vid y, consecuentemente, a su produccién.

3.1 El valor para el sector viticola chileno

La significativa superficie nacional actualmente plantada con vides viniferas y de mesa, y su gran
dinamismo, generan la necesidad de contar con material vegetal de alta calidad. Durante las Ul-
timas décadas, gran parte de la superficie de vides ha sido reemplazada mediante replantes, por
nuevas variedades utilizando los mismos suelos e infraestructura, practicas que han provocado el
aumento de las poblaciones de nematodos, insectos, hongos y bacterias. Esto también genera
condiciones limitantes como el crecimiento débil de las nuevas plantas, produccion inicial mas
tardia y menor productividad.

Como una manera de conservar los aspectos fitosanitarios y de calidad en la vid, al momento de
renovar plantaciones se tiende a utilizar plantas injertadas para evitar el problema del replante
gue requiere de tratamientos quimicos del suelo de alto costo, como la aplicacién de bromuro de
metilo, cuyo uso ademas se encuentra cuestionado. Sin embargo, junto con las plantas injertadas
han aparecido caracteristicas fenotipicas diferentes a las conocidas, por ejemplo, incompatibilidad
mecanica entre el portainjerto y la variedad, lo cual se ha relacionado con la presencia de virus. No
obstante, aquellos no necesariamente deben ser consecuencia de problemas sanitarios, y podrian
deberse a la natural reaccién de la injertacién entre dos plantas diferentes; en este contexto, se
requiere profundizar el conocimiento del uso de los protainjertos, a fin de llegar a identificar en
forma precisa el origen de dichas manifestaciones fenotipicas.

Es fundamental utilizar plantas libres de enfermedades, especialmente de aquellas producidas por
virus y organismos afines a los virus, como los fitoplasmas, cuyo control radica exclusivamente
en la prevencion; para ello, son necesarias las técnicas de diagnéstico y caracterizacién de estos
organismos, con el fin de conocer su condicién patolégica y utilizar estas herramientas como base
para la toma de decisiones, a fin de evitar la propagacién de enfermedades en el pais. Esto no es lo
Unico, el primer esfuerzo se basa en disponer de material limpio y en preferir aquellos viveros que
trabajen bajo protocolos confiables que disminuyan la posibilidad de producir plantas infectadas.
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3.2 La conveniencia econémica para el productor

El uso de plantas de vides sanas, libres de virus y fitoplasmas de importancia se traduce en una
disminucién de las pérdidas asociadas con su presencia. Se ha observado que los sintomas de
enfermedades producidas por dichos agentes producen una reduccién en la produccién cerca-
na al 23% y una disminucién en el contenido de azlcar de un 5%. La experiencia indica que las
pérdidas econémicas aumentan si se considera que una parte importante del producto resulta
no comercializable por efecto de la coloracién incompleta de las bayas maduras y por la elevada
mortalidad de las plantas; ademas, los injertos efectuados con material vegetal infectado en
forma latente pueden desarrollar fendmenos de incompatibilidad con la consiguiente muerte
de la planta.

Algunos de los virus mencionados anteriormente se han detectado en Chile, con los consiguientes
dafos para la viticultura nacional. Afortunadamente, los niveles detectados de algunos de éstos
son relativamente bajos y merecen atencién por las repercusiones econémicas que puedan pro-
ducir en el mediano y largo plazo, sobre todo en aquellos de mayor agresividad y velocidad de
propagacion.

Como los virus y fitoplasmas deben enfrentarse de manera preventiva, en vez de activa, hay que
comenzar su control utilizando plantas sanas. Por lo tanto, la valorizacién de esta herramienta
tecnoldgica es dificil hacerla s6lo desde el punto de vista de su costo, sino que debe entenderse el
valor de preferir plantas sanas provenientes de viveros profesionales.

Actualmente los viveros disponen, mediante el uso de esta herramienta, de un sistema confiable
gue les permite mejorar su capacidad de deteccién de patégenos en sus planteles madres. El ser-
vicio de deteccién de virus lo presta el laboratorio de la Facultad de Agronomia, Universidad de
Chile, y tiene un costo cercano a 2,5 UF/muestra, que corresponde a material lignificado dorman-
te (otofio) de una planta y de la cual se pueden analizar los siguientes virus de importancia:

e grapevine fanleaf virus (GFLV)

e tomato ringspot virus (ToRSV)

e grapevine fleck virus (GFkV)

e grapevine leafroll-associated viruses (GLRaVs)
e rugose wood complex

e arabis mosaic virus (ArMV)

e strawberry latent ringspot virus (SLRSV)

Uno de los problemas que se presenta es determinar el tamafo de la muestra necesario para
obtener un diagnéstico confiable, ya que no existe una metodologia clara, pues la distribucién
de los virus es erratica. Por lo tanto, el nimero de muestras debe definirse en conjunto con los

Foto 3. Variabilidad en las
formas de la hoja infectada
con grapevine fanleaf virus
(GFLV), una de las enfer-
medades virales mas serias
y devastadoras del vifiedo
(Monis, 2006Db).
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especialistas sobre la base de una serie de evaluaciones en el campo, considerando ademas, que el
analisis de cada una de las plantas es econémicamente inviable, lo que incide a la hora de definir
el material como libre de virus.

Si un productor detecta la presencia de sintomas atribuibles a estos patégenos, debe consultar
a un especialista y, segun el grado de infeccién, decidir si replanta en caso de ser una poblacién
baja, o si convive con los virus si éstos no se manifiestan en condicién patogénica (que causen
dafios de importancia).

A modo de ejemplo, y para considerar las consecuencias que puede producir el desconocer la
importancia de utilizar plantas libres de virus, a continuacién se ilustra este efecto en el margen
neto de una explotacién de uva de mesa, considerando una merma en la produccién atribuible a
presencia de virus.

En este ejemplo se consideré una produccién de la variedad red globe en la V Regién de Valpa-
raiso, para la temporada 2007-2008, cuya produccién esperada corresponde a 3.200 cajas/ha de
8,2 kg (Cuadro 1).

El retorno a productor por caja fue de US$ 7. Con este valor un huerto sano produciendo en
plena capacidad obtiene un margen neto cercano a los US$ 900/ha, lo cual dificilmente paga
la inversién del huerto. Incluso, si la produccién disminuye en un 10% o mas, la rentabilidad es
negativa.

Cuabro 1. Efecto de la disminucion de la produccion en margen neto de la explotacion

de uva red globe, basado en datos de V Region de Valparaiso, temporada 2007-2008
Produccidn (cajas 8,2 kg/ha)

3.200 3.000 2.800 2.600

- -6% -13% -19%

EGRESOS US$ /caja US$/ha US$/ha US$/ha US$/ha US$/ha
Mano de obra s/cosecha 3.264 3.264 3.264 3.264 3.264
Maquinarias 672 672 672 672 672
Energia eléctrica 800 800 800 800 800
Fertilizantes 1.024 1.024 1.024 1.024 1.024
Pesticidas 2.176 2.176 2.176 2176 2.176
Administracién 1.344 1.344 1.344 1.344 1.344
Cosecha 0,9 2.880 2.700 2.520 2.340
Costo/ha antes de packing 12.160 11.980 11.800 11.620
Mano de obra embalaje 0,6 1.920 1.800 1.680 1.560
Materiales 1,29 4.128 3.870 3.612 3.354
Transporte 288 288 288 288 288
Frio 928 928 928 928 928
Otros costos 2.080 2.080 2.080 2.080 2.080
Costo packing 9.344 8.966 8.588 8.210
Costos US$/ha 21.504 20.946 20.388 19.830

INGRESOS NETO PRODUCTOR
US$/caja 7,00 22.400 21.000 19.600 18.200

Margen neto 896 54 - 788 - 1.630

Fuente: Basado en informacién de Madariaga (2008).
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Este ejemplo no es imaginario; corresponde a la realidad de muchos productores y, de alguna
manera, a la tendencia de una industria que ajusta sus margenes, por lo tanto, resulta critica la
importancia de prestar atencién a estos aspectos. Con otros precios podrian soportarse mermas
de 10 y hasta 20%, sin embargo, en las actuales y futuras condiciones no hay lugar para estas
pérdidas. Mas aun si se considera que el ejemplo se plantea para el ejercicio de una temporada,
pero el efecto se debe considerar para la vida de la explotacién.

> 4. Claves de viabilidad

La herramienta tecnoldgica se encuentra en un nivel de desarrollo que permite su aplicacién
inmediata en la industria vitivinicola. Como resultado del proyecto, se cre6 un grupo de trabajo
especializado en el control, manejo y deteccion de virus y fitoplasmas que afectan a la vid; sin
embargo, el éxito en la aplicaciéon de esta herramienta requiere de una serie de aspectos rela-
cionados no sélo con la propia herramienta, sino también con los agricultores interesados en su
utilizacién.

Luego de la finalizacién del proyecto precursor, y como resultado de las diversas actividades de
difusion realizadas por el equipo ejecutor, se generd una lenta pero constante toma de conciencia,
por parte del sector vitivinicola, de los problemas causados por virus y fitoplasmas. No obstante,
existe un nivel considerable de desinformacién, dado el poco tiempo que lleva la herramienta
en el mercado, lo que genera la necesidad de continuar con la difusién acerca de la importancia
de dichas enfermedades. Por otro lado, el éxito de la iniciativa ha motivado a personas que no
tienen la preparacién ni la practica adecuada en el manejo de estas enfermedades a intervenir
en el mercado ofreciendo diagndstico y asesoria a los productores, situacién que ha generando
desconfianza en el sector.

El control de las virosis se realiza a través de la prevencién de la infeccién y mediante seleccién sa-
nitaria, saneamiento, certificaciéon, estudios epidemiolégicos, blusqueda de fuentes de resistencia
naturales o por el uso de plantas transgénicas. Dada la complejidad involucrada, actualmente se
esta trabajando en el cumplimiento de todos los objetivos relativos a la optimizacién de la herra-
mienta y aln se requiere una mayor demostracién, mediante ensayos en terreno, de los beneficios
de la utilizacién de plantas sanas.

El momento econémico actual, que ha llevado al minimo la superficie con nuevas plantaciones y
replantes, es 6ptimo para obtener plantas limpias que podrian ser utilizadas cuando la actividad
econdmica se reactive. Para esto existe el compromiso, por parte del equipo ejecutor del proyecto,
de continuar sensibilizando a los productores sobre los beneficios del uso de plantas sanas, con la
finalidad de mejorar los estandares productivos de las uvas de vino y de mesa.

> 5. Asuntos por resolver

Los productores necesitan disminuir los costos de produccién a fin de alcanzar una mayor com-
petitividad en el mercado mundial; sin embargo, evidentemente la adopcién de esta herramienta
tecnoldgica, orientada a implementar el proceso de obtencién de plantas sanas, incrementa los
costos y, por lo tanto, es importante disminuir la reduccién del precio de los analisis, cuidando
no afectar la sensibilidad y especificidad del método de deteccidn utilizado. Al respecto, existe la
necesidad de realizar ensayos comparativos entre diferentes protocolos de analisis.
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Relacionado con lo anterior, y por las mismas razones, es urgente realizar estudios de epidemiolo-
gia para establecer un control mas eficiente de las enfermedades causadas por virus y fitoplasmas,
con el fin de aumentar la vida Gtil de los vifiedos, ya que, por ejemplo, es escasa la informacion
relativa a la interaccién entre virus de la vid y chanchitos blancos o conchuelas, responsables de la
transmision de algunos de éstos, como leafroll.

Al mismo tiempo, se requiere avanzar en la estandarizacion de los tamafios de muestras de los
planteles, de manera de ajustar mejor la efectividad de las prospecciones.

» 6. Situacion actual

Los protocolos establecidos por el grupo de trabajo, durante el periodo de desarrollo del proyecto
precursor, actualmente se aplican en forma rutinaria para el diagnéstico y la prevencién de las
enfermedades, en conjunto con productores y viveristas. Parcialmente se han podido reducir los
costos de los andlisis, aunque aln es necesario realizar un esfuerzo mayor en este sentido.

Existe una alta disponibilidad del servicio de analisis, ya que también existen otros laboratorios que
han ingresado al mercado, aunque todos deberan ofrecer, junto con los andlisis, apoyo técnico al
productor y asesoria en la toma de decisiones.

Normalmente los nuevos productos generados son optimizaciones de protocolos ya publicados,

por lo que no se protegen intelectualmente; ello permitié en parte bajar los costos de analisis y
mejorar la sensibilidad y especificidad del diagnéstico.
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SECCION 2

El proyecto precursor

Los resultados en este documento surgen de la ejecucién del proyecto “Elaboracion de un sistema
confiable para la deteccién y caracterizacién de virus y fitoplasmas que afectan la vid”, ejecutado
por la Universidad de Chile en asociacion con Vifia Santa Rita y Univiveros, entre diciembre de
2001 y diciembre de 2005.

» 1. El entorno

El desarrollo y uso de herramientas biotecnolégicas para el diagnéstico de virus y fitoplasmas fito-
patégenos coincidié con un escenario productivo de notable posicionamiento internacional del
sector productor de uvas de mesa y viniferas, con productos de calidad creciente y apertura de
mercados nuevos y especializados. Junto con lo anterior, el mercado de viveros igualmente ha ex-
perimentado un crecimiento y aumento en la calidad de sus productos. Sin embargo, esta expan-
sién facilit, producto de la ausencia de sistemas de diagnéstico, la expansién de enfermedades
causadas por virus y virus-afines, sin el mayor conocimiento por parte de los actores involucrados,
a pesar de la superficie existente e historia productiva del pais.

Esta nueva herramienta tecnolégica queda a disposicién de la viticultura nacional en un momento
en el que existe un alto nivel productivo y de calidad, ademas de un mayor grado tecnolégico y
de mayores capacidades de la biotecnologia frutal del pais.

En el entorno cientifico, con anterioridad al proyecto se habian realizado los primeros acercamien-
tos al diagnéstico de algunos virus en vides viniferas en las regiones de Valparaiso y del Maule.
Para ello se importaron kits de ELISA desde Italia, aunque no se realizaron estudios de sensibilidad
ni comparativos con otros métodos complementarios fundamentales, como PCR.
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> 2. El proyecto

El proyecto se desarroll6 en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universi-
dad de Chile. En una primera etapa se realizd una prospeccién sanitaria en vides de mesa y vinife-
ras en las regiones de Coquimbo, Valparaiso, Metropolitana, O’Higgins y Maule y se evidencié una
importante presencia de virus y fitoplasmas, debido a la asociacion de los sintomas observados en
terreno con los resultados de laboratorio.

Algunos de los virus y fitoplasmas identificados no habian sido reportados anteriormente, al igual
gue nematodos fitoparasitos responsables de su propagacion. Estos resultados han sido difundidos
en publicaciones, charlas y dias de campo, con la participacién de actores del mundo privado y
publico.

2.1 Aspectos metodolégicos

El proyecto precursor fue ejecutado en una secuencia que incluyé los siguientes pasos:
Recoleccién de material vegetal y suelo

Entre las regiones de Coquimbo y del Maule se colectaron muestras de plantas con sintomas
evidentes de virosis y fitoplasmas, asi como también plantas asintomaticas, con el objetivo de
detectar infecciones latentes (presencia de virus y fitoplasmas sin manifestaciéon sintomatolégica)
que puedan afectar la calidad de las plantas.

También se colectaron muestras de suelo en los predios visitados para establecer la presencia de
los nematodos fitéfagos Xiphinema index y X. americanum, descritos como vectores de virus que
afectan a la vid.

Desarrollo de un sistema de deteccién de virus y fitoplasmas

Se desarrollaron tres protocolos ELISA:

e para la deteccién en vides de los virus: GFLV, ToRSV, ArMV, GVA, GVB, SLRSV, GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3 y GFkV;

e para la deteccién en nematodos de los virus: GFLV y ToRSV;

e para la deteccién en vides de virus y fitoplasmas: GFLV, ToRSV, ArMV, GVA, SLRSV, GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, GFkV, rupestris stem pitting y amarillamiento de la vid (fitoplasmas).

Caracterizacién genética de los virus y fitoplasmas mas importantes encontrados
Esta se realiz6 mediante el analisis de secuencias de dos aislados virales y cuatro de fitoplasmas.
Las secuencias se compararon con las del banco de datos GenBank para obtener la caracterizacién

molecular de los virus y fitoplasmas objeto de la investigacion.

Posteriormente se determind el costo de las técnicas de deteccidn, su especificidad, sensibilidad y
mejor época de muestreo.
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2.2 Resultados

Con la utilizacién de la técnica ELISA se establecié la condicién sanitaria de las plantas de los
predios muestreados, con respecto a los virus investigados. Se determiné la presencia de GFLV,
GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GFkV, GVA, GVB y ArMV; no se encontraron los virus SLRV y ToRSVY,
mientras que ArMV se encontrd presente en un porcentaje muy bajo de las plantas analizadas. Lo
anterior indica que estos tres Gltimos virus no serian de gran importancia para Chile. Dentro del
grupo de los “leafroll”, se distinguié la presencia de las especies 1, 2y 3, y se detect por primera
vez en Chile los virus GFkV y GVB.

Con el desarrollo de la técnica RT-PCR se confirmaron los resultados obtenidos con ELISA y, ade-
mas, dada la mayor sensibilidad es esta técnica, se registraron los virus GRSPaV y GRSLaV por
primera vez en las vides chilenas.

La aplicacion de la técnica ELISA para la deteccién de GFLV, ToRSV, ArMV, GVA, GVB, GLRaV-1, 2,
3 y GFkV en material vegetal recolectado al azar, mostro la presencia de algunos de estos virus en
porcentajes de incidencia preocupantes; ello indica que hay una importante presencia de virus en
vifias y parronales chilenos que, indudablemente, afectan los niveles de produccién en cuanto a
cantidad y calidad.

Una situacién preocupante, constatada con los andlisis de suelo, es la abundante presencia de los
nematodos fitoparasitos vectores de virus Xiphinema index y X. americanum, dado lo frecuente
gue es encontrar plantas infectadas por GFLV. Esto genera una situacién de maxima alerta por los
dafios que se pueden producir en la viticultura chilena, ya que estan dadas las condiciones para
iniciar y mantener por largo tiempo el ciclo de la enfermedad viral. Es importante que los nema-
todos no adquieran el virus y para esto es oportuno introducir, en estas condiciones de suelos,
plantas libres de GFLV.

Los resultados de los analisis de fitoplasmas ponen en evidencia una situacién importante a con-
siderar, debido a que se observaron porcentajes de infeccién altos, a pesar de la dificultad que la
baja concentracion de estos patégenos en la plantas introduce en su deteccién. En su mayoria se
analizaron plantas sintomaticas, por lo tanto los datos obtenidos no definen la incidencia de estos
organismos en los vifiedos y parronales de Chile. Si embargo, en algunos sitios muestreados, las
plantas positivas a fitoplasmas fueron mas del 50%, lo que indica una situacién de epidemia.

La colaboracién con la Universidad de Bologna (ltalia) permitié determinar la presencia de fito-
plasmas pertenecientes a los grupos aster yellow (16Srl-B e I-C), ash yellow (16SrVIl) y stolbur
(16SrXII-A) en infecciones Gnicas o mixtas. Estos resultados constituyen la primera identificacién
de fitoplasmas de los grupos 16SrVIl y XlI en Chile, y al primer reporte mundial de la presencia de
miembros del grupo VIl en vides.

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

La RT-PCR confirmé ser la técnica mas sensible que ELISA cuando la carga viral es baja (durante

brotacién), sin embargo, su eficiencia disminuye en la medida que aumentan en la planta los azG-
cares y polifenoles, inhibidores de la enzima polimerasa. Para todos los virus, el tejido mas reactivo
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(100% de resultados positivos), tanto con ELISA como con RT-PCR, es el floema procedente de
sarmientos lignificados.

Con la técnica ELISA se obtienen buenos resultados también con los sarmientos verdes, y en los
meses en que se encuentran, también, sarmientos lignificados, éstos son los méas sensibles y, ade-
mas, estan disponibles para muestreo durante un mayor nimero de meses en el afio, incluyendo
julio y agosto.

> 3. Desarrollos posteriores

El desarrollo de las técnicas de diagndstico en el proyecto permitié, al grupo de trabajo, partici-
par en la postulacién y adjudicaciéon de proyectos relacionados y financiados por los siguientes
fondos:

e Fondo de Desarrollo e Innovacién INNOVA CORFO, con el proyecto “Incremento de la
productividad en parronales de la tercera regién a través de un mejoramiento sanitario
del sistema radical y de la prevencién de infecciones por virus y fitoplasmas” (cédigo
05CR11IAT-07). Permitira derivar los beneficios generados por el proyecto FIA también a la
Regién de Atacama.

e Fondo Proyecto GENOMA, con el proyecto “Estudios genémicos y de expresion génica
en vides: respuesta a la infeccién viral y desarrollo de sistemas de diagnéstico” (cédigo
G-02-5-1001). Es el resultado de la colaboracién entre la Universidad de Chile, la Pontificia
Universidad Catélica de Chile, la Fundacién Ciencias para la Vida y Bios Chile.

e Fondo SAG, con el proyecto “Prospeccion, diseminacién espacial y caracterizacién molecular
de plum pox virus (PPV) en frutales de carozo” (cédigo C4-89-14-15). Es el resultado de la
colaboracién entre la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile e INIA-La
Platina.

Ademas, se ofrece el servicio de analisis a productores y viveristas, con evidente mejoria del estado
sanitario de las plantas en propagacién. Se han realizados varias publicaciones cientificas y de
divulgacién, donde las primeras han posicionado al grupo de trabajo en el ambito internacional,
mientras que las de divulgacién han contribuido a mejorar el conocimiento de las virosis y fito-
plasmosis de la vid en el pafs.

El éxito obtenido con la vid ha abierto importantes posibilidades de desarrollo del diagnéstico de

virus, viroides y fitoplasmas en otras especies vegetales. Esto se refleja en el aumento de los analisis
realizados para otras especies en los laboratorios del equipo ejecutor.
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SECCION 3

El valor del proyecto

Se desarrollaron todas las actividades contempladas en el proyecto; por lo tanto, se adecuaron las
técnicas de deteccion de virus (ELISA y RT-PCR) y fitoplasmas (nested-PCR) en vid, lo que implica
disponer, actualmente, de herramientas muy valiosas para apoyar al sector vitivinicola nacional.

Por otro lado, la prospeccion realizada en vifiedos y parrones de las regiones de Coquimbo, Valpa-
raiso, Metropolitana, O’Higgins y Maule, evidencié que la presencia de virus y fitoplasmas en las
vides chilenas es importante, y contribuyé a un mayor conocimiento de las enfermedades produ-
cidas por estos organismos en la vid. Ademas se ha dado respuestas a algunos de los problemas
que el cultivo presenta y que son causa de preocupacion para los productores nacionales.

La presencia de virus en las vides chilenas representa una seria amenaza para el cultivo, por lo que
su deteccién es el primer paso para tomar conciencia de la situacion y prevenir futuros problemas.
Es importante considerar que, en el caso de virus y fitoplasmas, las acciones de prevencién son las
Gnicas medidas que se deben tomar para controlarlos.

El desarrollo del proyecto permitié la interaccién con el sector involucrado en la produccién de
vides y en el ambito exportador, ademas de la comunidad cientifica, mediante la participacién en
congresos nacionales e internacionales donde se dieron a conocer los avances y logros alcanzados
y, con ello, se abrié la posibilidad de realizar trabajos en conjunto con investigadores de diferentes
instituciones nacionales y extranjeras.

Aunque el trabajo realizado en el proyecto precursor tuvo como objetivo evaluar la presencia
de enfermedades causadas por virus y fitoplasmas en vides, también es un tema a considerar la
superficie existente de otras especies frutales, cuyas enfermedades causadas por los mismos orga-
nismos genera la necesidad de contar con herramientas confiables de diagndstico. Por lo tanto,
los resultados tecnolégicos obtenidos en el proyecto precursor constituyen una base importante
para otros sectores de la agricultura.
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ANEXO 2. Documentacion disponible y contactos

La publicacién Resultados y Lecciones en Deteccion y Caracterizacion de Virus y Fitoplasmas en Vid se
encuentra disponible a texto completo en el sitio de FIA en Internet (www.fia.gob.cl), en la seccién
Banco de Negocios FIA.

El Banco de Negocios FIA se implementé durante el afio 2008 y su objetivo es transferir un con-
junto de opciones de proyectos y negocios factibles desde el punto de vista de su rentabilidad
econdémica y viabilidad técnica, incluyendo ademas, informaciéon de los ambitos de mercado,
gestion y comercializacion.

También incorpora el andlisis de los resultados de iniciativas y proyectos con bajo potencial de
aplicacién inmediata por otros usuarios, aunque con resultados valiosos y orientadores, donde se
consignan las oportunidades y las limitantes que quedan por superar en las opciones analizadas.

Este servicio técnico comercial es una instancia pionera en Chile, que se inserta en el trabajo que
realiza la Fundacion y esta orientado a difundir y explotar los resultados valorizados de los proyec-
tos que ha cofinanciado.

Para ingresar directamente a las publicaciones, siga los pasos que se detallan a continuacion:

1°: entrar a http://aplicaciones.fia.cl/valorizacion/home.aspx

2°: en el men( (izquierda) seleccionar “Planes de negocio y modelos aprendidos-Documentos”
3°: seleccionar “Ver Todo”

4°: seleccionar “Ver Ficha”

5° y dltimo: seleccionar “Documentos Asociados”. Aqui se encuentran los libros y fichas corres-
pondientes a cada plan de negocio o modelo aprendido.

En esta misma seccion existe el campo “Precursores”, que ofrece vinculos hacia los proyectos
precursores que dieron origen a los documentos y que se encuentran en la base de datos de ini-
ciativas apoyadas por FIA. Desde esta base de datos se accede a la ficha resumen de cada proyecto
precursor, que contiene informacién adicional sobre éstos, y a los contactos de los ejecutores y
profesionales participantes. Adicionalmente, esta ficha contiene un vinculo al SIG (Sistema de
Informacién Geografica) de FIA, para identificar con precision la ubicaciéon del proyecto en parti-
cular.

Toda esta documentacion puede consultarse también en los Servicios de Informacién para la In-
novacion de FIA, ubicados en:

Centro de Documentacién en Santiago
Loreley 1582, La Reina, Santiago. Fono (2) 431 30 96

Centro de Documentacion en Talca
6 norte 770, Talca. Fono-fax (71) 218 408

Centro de Documentacion en Temuco
Bilbao 931, Temuco. Fono-fax (45) 743 348
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