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1!. RESUMEN 

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

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

La prospección realizada en viñedos y parrones de la IV, V, VI, VII y Región 
Metropolitana, ha evidenciado que la presencia de virus y fitoplasmas en las vides chilenas 
es importante. Además se han caracterizado insectos Auchenorrhyncha probable vectores 
de fitoplasmas en vid y encontrado malezas asociadas a viñedos que funcionarían como 
reservorio de esto mismos patógenos. 

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

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

Creemos que los resultados del proyecto contribuirán al desarrollo del "Sistema de 
certificación de la vid" en Chile.



hL INFORME TÉCNICO 

1. OBJETIVOS DEL PROYECTO 

Objetivo General 
Desarollar un sistema basado en técnicas moleculares (serología y amplificación génica) 
orientado al diagnóstico y caracterización de los principales virus y fitoplasmas que afectan 
la vid y determinar presencia de fitoplasmas en insectos y plantas reservorio. 

Objetivos Específicos 

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

2. Desarrollar un sistema de diagnóstico confiable y rápido para vid, utilizando 
técnicas moleculares (serología y amplificación génica) para detectar virus y 
fitoplasmas. 

3. Caracterizar genéticamente tres patógenos (virus y/o fitoplasmas) más importantes 
encontrados en vides chilenas. 

4. Establecer un protocolo sensible y especifico para los cuatro patógenos (virus y 
fitoplasmas) más importantes detectados en el presente estudio, evaluado técnica y 
económicamente, orientado a la detección en plantas asintomáticas. 

5. Determinar langostinos infectados por fitoplasmas. 
6. Determinar plantas infectadas por fitoplasmas asociadas al cultivo de la vid. 
7. Difundir los resultados obtenidos en el proyecto. 

Todos los objetivos específicos planteados en el proyecto se han cumplido plenamente, 
permitiendo así el logro del objetivo general. 
En el siguiente cuadro 1, se cuantifican los resultados obtenidos por objetivo específico y 
por actividad.
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CI.tkrlrn 1
Objetivo Actividad Descripción Resultados Resultados Fecha 

Especif. N° N°  programados obtenidos Término 
1.1 Recolección	 de	 material	 vegetal	 IV 135 muestras 63 muestras de 

Región de planta planta 30.09.03 
1.2 Recolección de material vegetal V y 135 muestras 215 muestras 

Región Metropolitana de planta de plantas 30.09.03 
1.3 Recolección de material vegetal VI y 135 muestras 152 muestras 

VII Regiones de planta de planta 30.09.03 
1.4 Almacenaje	 y	 mantenimiento	 del 

material colectado 270 plantas 270 plantas 15. 12.05 

1 1.5 Determinación	 de	 poblaciones	 de 
nemátodos fitófagos vectores de virus 135 muestras 135 muestras 31.12.03 
Xiphinema index y X americanum en de suelo de suelo 
los suelos recolectados.  

2 2.1 Desarrollo protocolo ELISA para los 
siguientes	 virus	 en	 vides:	 GFLV, 
ToRSV, ArMV, GVA, GVB, SLRSV, 10 virus 10 virus 31.12.02 
GLRaV-1, 2, 3. GFkV  

2 2.2 Desarrollo protocolo ELISA para los 
siguientes virus en nemátodos: GFLV, 2 virus 2 virus 30.04.04 
ToRSV  

2 2.3 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 titoplasmas 
pitting associated virus (GRSPaV), y 
Fitoplasmas del amarillamiento de la vid  

3 3.1 Amplificación génica de patógenos de 
vid. 12 12 30.09.05 

3 3.2 Secuenciacióngénica 12 12 30.09.05 
3 3.3 Comparación de secuencias 2 virus y 1 2 virus y 4 

fitoplasmas fitoplasmas 30.09.05 
3 3.4 Bloque	 de	 plantas	 infectadas	 con 2 virus y 1 2 virus y 2 

caracterizados fitoplasmas fitoplasmas 31.10.05 
4 4.1 Determinación	 de costo,	 sensibilidad, 

especificidad de cada técnica y mejor Un estudio Un estudio 30.09.05 
época de muestreo para el diagnóstico realizado realizado 
de los 4 patógenos más importantes 
detectados en el estudio.  

5 5.1 Recolección de langostinos. 450 insectos 509 insectos 30.11.07 
5 5.2 Separación	 de	 langostinos	 según 14 grupos 18 grupos 30.09.07 

característica morfológicas.  
5 5.3 Análisis	 para	 fitoplasmas	 en 400 análisis 438 análisis 30. 11.07 

langostinos.  
5 5.4 Caracterización	 de	 langostinos	 y -Langostinos: -Langostinos: 3 30.11.07 

fitoplasmas encontrados en ellos. 3 familias y 3 familias y 5 
subfamilias; subfamilias; 
-Fitoplasmas: -Fitoplasmas: 5 
4 especies. especies.
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6 6.1 Recolección de plantas asociadas a las 70 plantas 89 plantas 31.08.07 
vides.  

6 6.2 Separación de plantas asociadas a las 18 grupos 26 grupos 30.09.07 
vides,	 según	 características 
morfológicas.  

6 6.3 Análisis	 para	 fitoplasmas	 en	 plantas 70 análisis 89 análisis 31.10.07 
asociadas a las vides.  

6 6.4 Caracterización 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 7.1 Charlas técnicas 3 charlas 3 charlas 07.05.04 
7 7.2 Día de Campo 2 días de 2 días de 27.0 1.04 

campo campo  
7 7.3 Seminario Internacional 1 seminario 1 seminario 06.04.05 
7 7.4 Participación a congresos nacionales e 12 trabajos 19 trabajos 17.11.05 '

internacionales 	 con	 presentación	 de 
trabajos  

7 7.5 Presentación	 de	 trabajos	 para 5 trabajos 8 trabajos 30.11.05 
publicaciones en revistas internacionales  

7 7.6 Presentación	 de	 trabajos	 para 2 trabajos 2 trabajos más 30.04.05 
publicaciones en revistas nacionales 6 resúmenes de 

presentaciones 
a_congresos
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2. METODOLOGÍA DEL PROYECTO 

Para la realización de las actividades 1.1, 1.2, 1.3 y 1.5 

Recolección de material vegetal 

Se recolectaron muestras de plantas de vides de variedades de uva da vino y de mesa y se 
guardaron en bolsas de polietileno rotulándolas con el mismo número asignado a la planta 
de origen. Las bolsas se pusieron en un refrigerador portátil para el transportarlas a 
refrigeración. Una vez en el laboratorio las bolsas y fueron almacenadas a 40 C. Las plantas 
se marcaron utilizando una etiqueta plastificada que indica el número de muestra. 

La metodología de muestreo consistió en recolectar todos los sectores de la planta. Para la 
detección de virus se recolectaron sarmientos lignificados de aproximadamente 50 cm de 
largo. Para los fitoplasmas se recolectaron preferenc ¡al mente las hojas. 

Recolección de suelo 

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

El suelo se mantuvo una semana a temperatura ambiente en el Laboratorio, luego de lo cual 
se realizó el proceso de extracción. Para ello se utilizó el método de tamizado de suelos 
seguido por un período de 48 horas en un embudo Baermann. La extracción se realizó en 
forma diferenciada, utilizando tamices de 120 mallas/pulgada para la separación de los 
nemátodos de mayor tamaño, corno los del género Xiphinema. 

Para la realización de la actividad 1.4 

Después de 25 días en frío se procedió al enraizamiento de las estacas lignificadas de vid. 
Para aumentar el área de potencial crecimiento de raíces, se realizó un rayado de la corteza 
de las estacas. Luego se sumergieron en una solución de ácido indol butírico a una 
concentración de 1 .750 ppm, para luego depositarias en vasos plásticos con 200 ml de 
sustrato de perlita y turba en relación 2: 1. Estos vasos plásticos se pusieron en "cama 
caliente" a 20°C. La humedad del sustrato se mantuvo mediante riegos con agua potable 
dos veces por semana. 

En estas condiciones el material fue mantenido alrededor de 20 días, momento en el cual 
las estacas enraizadas fueron trasladadas a bolsas plásticas de 500 ml de capacidad que 
contenían un sustrato formado por suelo agrícola, tierra de hoja y arena en relación 1: 1: 1.
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Para la realización de la actividad 1.5 

La identificación se realizó usando una lupa estereoscópica, contando los nemátodos 
Xiphinema index y X arnericanum s.l. extraídos de 250 ml de suelo. 

Para la realización de la actividad 2.1 

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

Para la realización de la actividad 2.2 

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

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

Para la realización de la actividad 2.3 

Los protocolos de extracción de ácidos nucleicos y para la ejecución de RT-PCR para la 
detección de virus y de Nested-PCR para los fitoplasmas se adjuntaron en el anexo del 
Informe de Avance Técnico N° 2. 

Para la realización de las actividades 3.1, 3.2 y 3.3 

Para la purificación de amplificados de virus y fitoplasmas se utiliza el sistema comercial 
de Gibco-BRL (Cat. 11458). Este describe la adición al fragmento de DNA en solución 
acuosa, de una solución compuesta por hidrocloruro de guanidina concentrada, EDTA, 
Tris-l-lCl e isopropanol, con las concentraciones protegidas, la mezcla es centrifugada sobre 
un tubo con filtro a 12.000 x g por un minuto. Sobre este filtro es agregada una segunda 
solución compuesta por NaCI, EDTA, y Tris-HCI y es vuelto a centrifugar bajo las mismas 
condiciones. Después el DNA es disuelto en 30 a 50121 1-120 a 60 oc por Iminuto sobre el 
centro del filtro y centrifugado por 2 min a 12.000 g. 
El eluído obtenido se liga al vector comercial pGEM-T, usándose 50 ng de vector (1 mi), 3 
unidades de T4 DNA ligasa, adicionando tampón a concentraciones finales de 30 mM Tris-
HCI (pH 7,8), 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP (1 mi), completando la reacción 
con el producto de PCR a un volúmen final de 10 ml. La reacción se incuba a 16°c por 16 
horas.
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Para la donación se procede a la transformación de bacterias E. col¡ Dl-15a, por 
electroporación, usando el Electroporador BIO-RAD modelo Gene Pulseé `, en las 
siguientes condiciones: 200 0 de resistencia, 2,5 kV de caída de potencia! y 25 PIF de 
conductancia; usando cubetas especiales de la misma marca mantenidas a 4 oc con la 
mezcla de 1 pti de ligación, y 40 1.11 de bacteria electro-competente preparadas con 
antelación y mantenidas a —80 T. Luego de ser sometidas a la carga eléctrica las células 
son vueltas a 4 oc por aproximadamente 1 minuto y posteriormente estabilizadas en 1 m de 
medio de crecimiento soc (triptona 20g/1, levadura 5 gIl NacI 0,5 gIl, glucosa 3,6g/l, KCI 
180 mg/1 y Mgcl 2 0,95g/1) a 37 °C con una agitación de 225 rpm durante ¡ hora en tubos de 
50 ml. Pasado este tiempo se siembran entre 50-250 i.tl de este medio en placas de Petri con 
LB agar IPTG Xgal más antibiótico carbenicilina a 100 j.tg/ml, para la selección de los 
clones positivos por medio de antibiótico y coloración de colonias. Las placas se incuban a 
37°c entre 12 y 18 horas. 
A las colonias blancas obtenidas se les realizan pruebas de PCR directo, para ello se pica 
las colonias con una punta estéril o un mondadientes de forma individual, la punta es lavada 
en 10j.tl de H20 estéril, y vuelta a lavar en 1 ml de medio de crecimiento Luria-Bertani 
(LB), para usarlo como respaldo de la línea celular. La mezcla de reacción esta compuesta 
por: 1-2 unidades Taq-DNA polimerasa, 2,5 mM de M902, 5 pmol MI3FOR y 5 pmol 
MI3REV, 1 mM de dNTPs, 50 mM l(1 y 10 mM Tris-Hcl (pH 8,4) hasta un volumen 
final de 30 .ti, incluyendo los 10 jil de bacteria. El perfil térmico aplicado fue de 5 minutos 
a 95 oc seguido de 40 ciclos de: desnaturalización a 94 °c por 1 mm., "annealing" a 55 °c 
por 1 mm. y elongación por 1 mm. a 72 °C, finalmente se aplicó un escalón de 7 mm. a 72 
°c, quedando las reacciones de amplificación listas para su análisis por electroforesis, en 
gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de Etidio. 
A los clones positivos se les realiza una mini preparación plasmidial, se parte de bacterias 
frescas crecidas hasta O.D. 1 (600 nm), aproximado, en su defecto un cultivo crecido por 
toda la noche. Se precipitan entre 1 ml y 5 ml de cultivo por 5 minutos en una centrifuga de 
sobremesa a 10.000 rpm, se desecha el sobrenadante y el sedimento es resupendido en lOO 
111 de una solución compuesta por 50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-Ud y 10 mM EDTA 
a pH 8,0 preferentemente a 4 °c, se homogeneiza la solución tras lo cual se procede a lisar 
las células con 200 111 de una solución básica compuesta por 0,2 N NaOH y 1 % SDS 

preparada en el momento, se mezclan suavemente la solución hasta que esta sea 
transparente, posteriormente se agrega 150 Iil de una tercera solución compuesta de 60 % 
y/y SM acetato de potasio, 11,5 % y/y de ácido acético glacial, se mezcla suavemente hasta 
que se forma un precipitado blanco. La mezcla final es centrifugada a 10.000 rpm por 5 
minutos a 4 °c, el sobrenadante es traspasado a un tubo limpio, en donde se le agrega un 
volumen igual de fenol:c ¡oro formo: alcohol isoamílico (24:23:1) (450jil aproximado), la 
solución es vuelta a centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm, y se toma con una micropipeta 
la fase acuosa superior (esta etapa se repite en dos oportunidades para el caso del 
Agro bacterium tumefaciens ), la que es traspasada a otro tubo estéril en el que se le agregan 
un décimo de una solución de Acetato de Amonio lO M (40 ¡i l), seguido de dos volúmenes 
de etanol 100 % a —20 oc (880 pi), la mezcla es dejada por 30 minutos a —20 °c tras lo cual 
es precipitada por 15 mm. a 15.000 rpm a 4 °C, el sedimento se seca con mucho cuidado y 
se le agregan 1 ml de etanol 70 % a —20 °c y es vuelto a centrifugar por 5 minutos a 
1 5.000rpm, el sedimento final es secado y posteriormente resuspendido en 50 pl de 1-120 
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•	 estéril con 0,1 mg/ml de RNAsa. Y posteriormente observado en un gel de agarosa teñido 
con Bromuro de etidio. 

.	 Una vez comprobada la integridad del plasmidio se procede ha realizar una digestión con la 
enzima de restricción EcoR 1 bajo las condiciones indicadas por el fabricante, para observar 

•	 el tamaño del amplificado donado. Finalmente las muestras se envían a secuenciar por 
secuenciación automática. 

Las secuencias obtenidas a partir de los productos de amplificación de los aislados 
presentes en Chile han sido alineadas en GenBank para poder determinar el porcentaje de 

•	 similitud con aquellas presentes en el banco de datos. El resultado de la alineación entrega 

•	 informaciones sobre eventuales diferencias genéticas existentes entre los aislados de virus y 

•	
fitoplasmas caracterizados en diferentes paises. 

•	 Para la realización de la actividad 3.4 

Se enraizaron y almacenaron, según la metodología anteriormente detallada, las muestras 
desde la cual se obtuvieron los patógenos que han sido caracterizados genéticamente. 

•	 Para la realización de la actividad 4.1 

O 
O Costo de las técnicas de detección 

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

•	 Este ejercicio se hizo para las técnicas ELISA y RT-PCR (detección de virus) y Nested-

•	 PCR (detección de fitoplasmas), que se desarrollaron en el marco del presente proyecto. 

•	 Especificidad y sensibilidad de las técnicas de detección 

•	 Se determinó la sensibilidad y especificidad de las técnica ELISA y RT-PCR para la 
.	 detección de seis virus: Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll-associak'd 

virus 1 (G1RaV- 1). Grapevine leqfroll-associated virus 2 (GLRaV-2), Grapevine leafroil-
•	 associated virus 3 (GLRaV-3). Grapevine virus A (GVA) y Grapevine fieck virus (GFkV). 

O
El ensayo de especificidad se realizó para probar que las técnicas ELISA y RT-PCR no 
desarrollan reacciones cruzadas entre diferentes virus, generando así resultados 'falsos 

•	 positivos". Tanto con ELISA como con RT-PCR, se utilizó floema de sarmientos 
•	 lignificados de plantas de vid cuyo código es especificado en el cuadro 2. Los kits ELISA 

•	 utilizados son de la empresa Agritest, Italia y los protocolos de análisis se presentaron en el 
.	 informe N° 1. Para la RT-PCR se utilizaron los partidores y protocolos de análisis 

presentados en los informes N° 2 (para GLRaV-2 y GVA), 3 (para GFkV), 4 (para GFLV y 
•	 GLRaV-3) y 5 (para GLRaV-l). 
O 
•	 9 
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Debido a la dificultad de poder encontrar muestras a infección simple se utilizaron en 
mayoría aquellas con infección mixta. 
En cada ensayo, con el cual se evaluó la especificidad de ambas técnicas de detección para 
un determinado virus, se utilizaron de una a cinco distintas muestras (repeticiones) 
infectadas con cada uno de los otros 5 virus (Cuadro 3). Se utilizaron siempre tres controles 
negativos (tampón de extracción, tejido fresco y liofilizado de vides sanas) y dos positivos 
(tejido fresco y liofilizado de vides infectadas). 
Las muestras usadas para los ensayos antes descritos, se analizaron previamente para 
confirmar el estado sanitario. 

Cuadro 2. Muestras utilizadas nara los ensa yos de esnecificidad. 

Código muestra Virus presentes en la muestra 

70 GFLV 
203 GLRaV-1, GVA, GFkV 
205 GLRaV-1, GVA, GFLV 
206 GLRaV- 1, GVA, GFkV 
257 GLRaV-1, GVA 
289 GLRaV-3 
308 GLRaV-1, GVA, GFLV 
341 GLRaV-3 
368 GVA, GFkV, GFLV 
374 GLRaV-3 
1118 GLRaV-1, GLRaV-2 
1157 GLRaV-2, GFkV 
1517 GFLV 
2280 GLRaV-2, GLRaV-3, GFkV 
2300 GLRaV-2, GLRaV-3, GVA 
2303 GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, GFLV 
2336 GFLV 
2339 GFkV 
2340 GLRaV-2, GLRaV-3 

Cuadro 3.	 Virus objetos de los ensayos de especificidad y muestras 
utilizadas nara la realización de los mismos.

Virus objeto 
del ensayo

Código de las muestras utilizadas en cada ensayo 
(muestras no infectadas con el virus objeto del ensayo) 

GFLV 203, 206, 257, 289, 1118, 2280, 2300, 2340 
GLRaV-1 70, 368, 1157, 1517, 2280, 2300, 2303, 2340 
GLRaV-2 203, 205, 289, 308, 341, 368, 374, 2336, 2339 
GLRaV-3 70, 203, 205, 206, 1118, 1157, 2336 

GVA 70,289,341, 1118, 1157, 1517,2280,2336,2339,2340 
GFkV 205. 257, 289, 308, 2280, 2303, 2340
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La finalidad del ensayo de sensibilidad ha sido determinar el umbral de detección de las 
técnicas ELISA y RT-PCR, para los mismos seis virus mencionados anteriormente. El tipo 
de material vegetal, kits ELISA, partidores y protocolos son los mismos que se utilizaron 
para el ensayo de especificidad. 
Tanto en ELISA como en RT-PCR se utilizaron las mismas tres muestras para cada virus 
considerado (Cuadro 4). Solo para los ensayos con ELISA se utilizó además una muestra de 
tejido liofilizado infectado. 
Se disminuyó la concentración del antígeno viral presente en el extracto de material vegetal 
infectado, utilizando el extracto de una muestra sana. De esta forma se prepararon las 
siguientes diluciones (cantidades de partes de infectado/cantidades de partes total) 
utilizadas en los ensayos: 1/1 (solo tejido infectado), 1/5, 1/10, 1115, 1/20, 1/30, 1/40 y 
1150. Solo para RT-PCR se utilizaron también las diluciones 1/100, 1/200, 1/300 y 1/500. 
Previamente, con el fin de decidir como realizar las diluciones, se comparó la modalidad de 
dilución de los extractos (como explicado anteriormente) con una dilución realizada 
mediante mezcla de floema infectado con sano. 

Cuadro 4.	 Virus objetos de los ensayos de sensibilidad y muestras 
utilizadas nara la realización de los mismos. 

Virus objeto 
del ensayo

Código de las muestras utilizadas en cada ensayo 
(muestras infectadas con el virus objeto del ensayo) 

GFLV 2336, 2337, 2359 
GLRaV-1 203, 206, 2357 
GLRaV-2 2356, 2476, 2484 
GLRaV-3 2360, 2483, 2482 

GVA 203,2361,2482 
GFkV 203, 2482, 2484

Mejor época de muestreo 

Este ensayo partió en septiembre de 2003 y terminó en agosto de 2004. Los análisis se 
realizaron mensualmente sobre material vegetal recolectado en la última semana de cada 
mes. 
Los órganos de las plantas analizados difirieron según la época de muestreo. Se 
recolectaron y analizaron en cada mes todos los órganos presentes en las plantas 
consideradas para la prueba. En particular se han analizados brotes, pecíolos de hojas, hojas 
y floema de sarmientos lignificados, siendo este último el único material vegetal disponible 
desde mayo hasta agosto. 
Para el ensayo se consideraron los siguientes virus: GFLV, GLRaV-3, GVA y GFkV, 
utilizando para la detección las técnicas ELISA y RT-PCR en tres repeticiones (tres 
plantas) por cada virus. 
Las mayoría de las muestras utilizadas presenta una infección vira¡ mixta, por lo tanto 
previamente se determinó la especificidad tanto de ELISA como de RT-PCR para descartar 



la posibilidad de reacciones cruzadas y la generación de resultados 'falsos positivos" con 
ambas técnicas. 
Las muestras se recolectaron de plantas que se encuentran en viñedos y parrones de la 
Región Metropolitana. 

Para la realización de la actividad 5.1 

La recolección de insectos se realizó en predios de diferentes localidades de la V, VI, VII y 
Región Metropolitana. 
Para la captura se utilizó principalmente la red entomológicas, se separaron los insectos en 
tubos de ensayo y se trasladaron al laboratorio en hielo. Algunos insectos han sido 
capturados utilizando trampas entomológicas con pegamento. 
La mayoría de estos insectos han sido fotografiados con lupa y sucesivamente puestos en 
alcohol absoluto para su caracterización y análisis fitoplasmo lógicos. 

Para la realización de la actividad 5.2 

Los insectos se fotografiaron con lupa y se separaron en grupos según las características 
morfológicas observadas. Dentro de cada grupo, se separaron las hembras de los machos, 
enviando algunos de estos últimos al entomólogo Alberto Alma de la Universidad de Turín 
en Italia, para realizar la clasificación. Los individuos de cada grupo que quedaron en Chile 
se analizaron para detectar la presencia de fitoplasmas. 
Se caracterizaron solamente aquellos insectos que han dado resultados positivos a los 
análisis para fitoplasmas. 

Para la realización de la actividad 5.3 

Para la detección de fitoplasmas, el método de extracción de DNA desde insectos que se ha 
desarrollado es similar al que se utiliza para material vegetal (véase informe N° 2). Aunque 
en este caso se tuvo que reducir proporcionalmente las cantidades de reactivos y tampones 
para poder realizar el trabajo en microtubos de 2,2 ml. 
Para análisis de fitoplasmas se utilizó la técnica de Nested-PCR, según el protocolo que se 
informó anteriormente. 

Para la realización de la actividad 5.4 

Caracterización de langostinos 
Se realiza a través de la observación de los órganos genitales de los insectos machos a 
través de una clave de identificación simplificada relativa a los hemípteros 
Auchenorrhvncha, que ha sido elaborada por el Dr. Alberto Alma.
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Caracterización de jitoplasmas encontrados en langostinos 
Para la caracterización de los fitoplasmas se utilizaron la técnica de restricción enzimática 
(RFLP) y ' en algunos casos, el análisis de las secuencias nucleotídicas, cuyos protocolos 
han sido informados anteriormente. 

Para la realización de la actividad 6.1 

La recolección de plantas asociadas a viñedos y/o alrededor de los mismos, se realizó en 
predios de diferentes localidades de la V, VI, VII y Región Metropolitana. Las herbáceas 
fueron exclusivamente malezas y han sido recolectadas por entero. Mientras de las leñosas 
se han recolectados estacas con hojas. 

Para la realización de la actividad 6.2 

Las plantas asociadas a viñedos yio alrededor de los mismos, has sido fotografiadas y 
separadas en grupos según características morfológicas observadas. 

Para la realización de la actividad 6.3 

Para la detección de fitoplasmas, el método de extracción de DNA desde plantas asociadas 
a viñedos es idéntico al que se usa para la vid (véase informe N° 2). 
Para análisis de fitoplasmas se utilizó la técnica de Nested-PCR, según el protocolo que se 
informó anteriormente. 

Para la realización de la actividad 6.4 

Caracterización de malezas 
Las malezas encontradas en los viñedos se han clasificado con la ayuda de los siguientes 
manuales: 
Viggiani P. y Angelini R. 1998 Erbe spontanee e infestanti: tecniche di riconoscimento di 
gram i nacee. Edagricole, Italia; 
Viggiani P. 1998 Erbe spontanee e infestanti: tecniche di riconoscimento di dicotiledoni. 
Edagricole, Italia. 
Juan Ormeño Núñez (2005) Malezas de huertos frutales y vides: biología y control. 
Colección de libros INIA, N° 17. 
Para la definitiva caracterización de las malezas, ha sido muy importante el apoyo 
brindado, en estos últimos meses de proyecto, por la profesora Verónica Díaz de la 
Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile, experta en reconocimiento y 
control de malezas asociadas a cultivo agrario.
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Caracterización de fitoplasmas encontrados en plantas asociadas a viñedos 
Para la caracterización de los fitoplasmas se utilizaron la técnica de restricción enzimática 
(RFLP) y ' en algunos casos, el análisis de las secuencias nucleotídicas, cuyos protocolos 
han sido informados anteriormente. 

3. ACTIVIDADES DEL PROYECTO 

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

4. RESULTADOS DEL PROYECTO 

Actividades 1.1, 1.2, 1.3 y 1.5 

Recolección de material vegetal 

Se marcaron 63 plantas en la IV región, 142 en la V, 118 en la VI, 34 en la VII y 73 en la 
región metropolitana (RM), por un total de 430. 
El cuadro con los detalles de este muestreo se encuentra en el Informe Técnico de Avance 
N°4. 

Recolección de suelo 

Se recolecté suelo principalmente desde los predios donde se detectó GFLV para averiguar 
la correlación con el vector Xiphinema mdcx. 
En la IV región se recolectaron 34 muestras de suelo, 39 en la V, 9 en VI, 16 en la VII y 37 
en la RM, por un total de 135. 
Los detalles se encuentran en los Informe Técnicos de Avance N° 1, 2, 3, 4 y 5.
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Actividad 1.4 

Se almacenaron y mantuvieron en condiciones controladas 270 plantas de las 430 
marcadas. En general se trató de mantener aquellas que resultaron positivas para virus y 
titoplasmas de modo de poder disponer de una colección de plantas infectadas. 

Actividad 1.5 

En el cuadro 5 se detallan los resultados nematológicos obtenidos de las 135 muestras de 
suelo recolectadas. 

Cuadro S. Resultados análisis suelos

Predio 
(Variedad - Región)

Resultado 
ELISA en 

plantas
Cantidad de nematodo en 250 

cm  de suelo 

GFLV ToRSV
Xiphinema 

Index
Xíphinema. 

Americanum 
s.l. 

Chardonnay - V Neg. Neg. 0 175 
Chardonnay - V Neg. Neg. 0 400 
Chardonnay - V Neg. Neg. 0 1500 
Chardonnay - y 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. 1	 Neg. 0 18 
Chardonnay - V Pos. Neg. 0 55 
C.Sauvignon -RM Pos. Neg. 0 45 
Carmenere —RM Pos. Neg. 0 30 
Carmenere —RM Pos. Neg. 10 85 
Tliompson -v Pos. Neg. 10 5 
Thompson -v Pos. Neg. 90 85 
Crimson —IV Pos. Neg. 220 35 
Pisguera —IV Pos. Neg. 90 75 
Red Globe —IV Pos. Neg. 290 45 
Flame —IV Pos. Neg. 115 35 
Thompson —IV Pos. Neg. 210 145 
Merlot —VII Neg. Neg. 0 35
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Thornpson —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 lO 
Crimson - V Pos. Neg. 80 10 
Thompson - V Pos. Neg. 105 30 
Thompson -v Pos. Neg. 45 15 
Merlot —VII Neg. Neg. 0 10 
Syrah - VII Neg. Neg. 20 120 
Syrah - VII Pos. Neg. O O 
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.Sauvigrion - 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 - y 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. O O 
Carmenere - RM Neg. Neg. 40 5 
C.Sauvignon - RM Neg. Neg. O O 
C.Sauvignon - RM Neg. Neg. O O 
Thompson - RM Neg. Neg. O O 
Thompson - IV Neg. Neg. O O 
Crimson - IV Neg. Neg. O O 
Crimson - IV Neg. Neg. O O 
Crim son - V Pos. Neg. 230 0 
Petit Syrah - RM Neg. Neg. O O 
Chardonnay - RM Neg. Neg. 120 0 
Carmenere - RM Neg. Neg. 25 O 
Chardonnay - RM Neg. Neg. 30 0 
Meriot - RM Neg. Neg. 0 50 
C.Sauvignon - RM Pos. Neg. 170 0 
C.Sauvignon - RM Pos. Neg. 280 0
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C.Sauvignon - KM 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. O O 
Red Globe - IV Neg. Neg. O O 
Thompson - IV Neg. Neg. O O 
Red Globe	 IV Neg. 1	 Neg. O O 
Petit Syrah - RM Neg. Neg. 40 0 
Petil Syrah - RM Pos. Neg. 35 0 
Meriot - VI Neg. Neg. 0 45 
C.Sauvignon .  -VI Neg. Neg. 0 25 
Carmenere - RM Neg. Neg. O O 
3309—VI Neg. Neg. O O 
Merlot - VI Neg. Neg. O O 
Meriot— VII Neg. Neg. 0 60 
Syrah - VII Neg. Neg. 0 45 
Autumn Roya¡ - V Pos. Neg. 130 0 
Autumn Roya¡ - V Pos. 1	 Neg. 210 0 
Serna - V Neg. Neg. 15 0 
Carmenere - V Neg. Neg. 0 15 
Carmenere - V Neg. Neg. 0 85 
Merlot - y Neg. Neg. 0 220 
Meriot - V Neg. Neg. 0 25 
Sauvignon Blanc— 
y

Neg. Neg.
 0 145 

Sauvignon Blanc - 
y

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 lO 
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 —IV Neg. Neg. 105 40 
Moscatel - IV Neg. Neg.	 1 240 0 
Red Globe - IV Neg.	 1 Neg.	 1 150 30
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Crimson - IV Neg. Neg. 115 0 
Thompson - IV Neg. Neg. 0 20 
Black Seedless - IV Neg. Neg. 0 105 
Thompson - IV Neg. Neg. 195 45 
Black Seedless - IV Neg. Neg. 75 40 
Thompson - IV Neg. Neg. 550 100 
Flame - IV Neg. Neg. 240 55 
Thompson - IV Neg. Neg. 420 110 
Thompson - IV Neg. Neg. 335 25 
Merlot - VII Neg. Neg. 0 20 
Meriot - Vil Neg. 1	 Neg. 0 30 
Meriot — VIl Neg. Neg. 0 15 
Merlot - VII Neg. Neg. 0 30 
Syrah - VII Neg. Neg. 0 10 
Meriot — Vil Neg. Neg. 0 130 
Syrah - VII Neg. Neg. O O 
Thompson - V Neg. Neg. 0 10 
Thompson - V Neg. Neg. 10 5 
Thompson —IV Neg. Neg. 10 25 
Syrah - IV Neg. Neg. 0 110 
Syrah - IV Neg. Neg. 0 75 
Meriot - VII Neg. Neg. 0 30 
C. Sauvignon - VII Neg. Neg. 0 80 
Carmenere - VII Neg. Neg. O O

[)e los 135 suelos analizados en 88 se encontró Xiphinena wnericanum s.l. (vector de 
ToRSV), mientras en 72 se detectó la presencia de Xiphinema index (vector de GFLV). 

Como se observa en el cuadro anterior, no siempre hay correspondencia entre la presencia 
de infección por GFLV y su vector específico en el suelo. Como ya se dijo anteriormente 
en ningún caso hemos encontrado vides infectadas por ToRSV, pero sí hay abundancia de 
suelos con X americanum s.l. Este grupo de nemátodos incluye un gran número de especie, 
o probables especies, todavía pocos conocidas. Por lo tanto, tampoco son claras las 
relaciones de especificidad con los diferentes nepovirus. 
La cantidad de predios positivos a GFLV es de 33, de los cuales 27 también presentan a X 
mdcx. Por otro lado hay 45 predios con el nematodo sin que se hayan detectado infecciones 
M virus en las plantas. En este caso es probable que los vectores no sean infectivos por no 
haber nunca adquirido el virus y así poderlo transmitir a las plantas. En el caso de ausencia 
del vector en el suelo y presencia de plantas positivas, se presume que estas llegaron al 
predio ya infectadas. 

La situación es sin duda alarmante, en cuanto la abundante presencia de nematodos 
vectores de virus en los suelo, es una amenaza para la viticultura del país. Es importante 
trabajar firmes para bajar la presión de los vectores, preocupándose al mismo tiempo de 
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propagar plantas libres de nepovirus, para que los nemátodos no los adquieran. 
Lamentablemente se ha visto como es dificil interrumpir el ciclo de la enfermedad, 
sobretodo en el caso de GFLV, en presencia de X index infectivos. 

Actividad 2.1 

Se han desarrollado los protocolos ELISA para los siguientes virus: Grapevine fanleaf 
(GFLV), Tomato ringspot (T0RSV), Arabis mosaic (ArMV). Grapevine virus A (GVA), 
Grapevine virus B (GVB), Grapevine leafroil associated virus-1. 2, 3 (GLRaV-I, 2. 3), 
Strawberry latent ringspot (SLRSV) y Grapevine fieck (GFkV). Esto ha permitido realizar 
a la brevedad la prospección en las regiones de interés para el proyecto. 

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

En las muestras que presentaban antecedentes sintomatológicos, tales como decaimiento de 
plantas, atraso en la brotación y falta de color, disminución de la concentración de azúcar 
en bayas de variedades rojas, se detectaron a través de ELISA principalmente los GLRaVs 
acompañados en algunos casos por GFkV, GVA y GVB. En el caso de infección múltiple, 
los síntomas resultaron ser más acentuados. 
También en muestras de plantas que presentaban síntomas de amarilleces y mosaicos de las 
hojas se detectó GFLV. 

Actividad 2.2 

Como indicado en el Informe de Avance Técnico N° 5, con la técnica ELISA se ha logrado 
detectar solo GFLV en una muestra de 100 nematodos. Mientras en ningún caso ha sido 
posible detectar ToRSV en nematodos cuando se utilizaron en número de 50 como de 100. 
Estos resultados confirman que no es fácil la detección de los virus antes mencionados 
directamente en los nematodos vectores, porque al parecer el nivel de infección es muy 
bajo, debido al bajo número de nematodos infectados yio porque los que resultan infectados 
poseen una baja carga viral. 
Esto ha obligado a probar con otra técnica de diagnóstico, en específico con RT-PCR para 
los dos virus, logrando detectar solo GFLV en muestras de lOO nematodos. Mientras en 
ningún caso ha sido posible detectar ToRSV en nematodos extraídos de suelo con vides, 
cuando se utilizaron en número de 50 como de 100. 
La imposibilidad de encontrar muestras de vid positivas a ToRSV, y por consecuencia, 
Xiphinema americanurn s.l. positivos a ToRSV nos ha obligado a utilizar nernatodos 
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extraídos de suelos con ciruelos positivos a ToRSV. En este caso se ha logrado detectar 
ToRSV solo en muestras de lOO Xiphinerna anericanurn s.l.. 

Actividad 2.3 

En el Informe de Avance Técnico N° 2 se detallan los protocolos de extracción de ácidos 
nucleicos para la detección de virus y de fitoplasmas. Además se detallan los protocolos 
para realizar la RT-PCR para GLRaV-2, GVA, GVB, GRSPaV y GLRaV-2 Red Globe - 
RG- (nueva denominación de Grapevine rootstock stem lesion-associated virus - GRSPaV). 
En el Informe de Avance Técnico N° 3 se encuentran los protocolos de RT-PCR para GFkV 
y de Nestcd-PCR para la detección de fitoplasmas en vid. En el Informe de Avance Técnico 
N° 4 se incluyeron los protocolos de RT-PCR para GFLV y GLRaV-3. En el Informe de 
Avance Técnico N° 5 se detallan los protocolos de RT-PCR para G1RaV-1 y ToRSV. En el 
Informe de Avance Técnico N° 6 se anexaron los protocolos de RT-PCR para ArMV y 
SLRV. 

Resuliados en virus 

Se ha podido averiguar en forma preliminar y con algunas muestras infectadas con G1,RaV-
2, que RT-PCR es más sensible con respecto a ELISA. 

Mediante RT-PCR se pudo confirmar los resultados obtenidos con ELISA, especialmente 
en relación a GVB que no había aun sido encontrado en Chile. Además se detectó GRSPaV 
y G1-RaV-2 RG (antes GRSLaV), también nunca antes encontrado en Chile. Estos últimos 
dos virus solo se pueden diagnosticar mediante RT-PCR no existiendo anticuerpos para 
poder detectarlos a través de ELISA. 
G1-RaV-2 RG es un virus asociado a fenómenos de incompatibilidad en la variedad de uva 
de mesa Red Globe injertada. 

También se observa que aquellas muestras de la variedad Red Globe positivas a G1-RaV-2 
a través de ELISA, resultan negativas a este mismo virus cuando se efectúa un análisis a 
través de la técnica de RT-PCR. Sin embargo, las mismas son positivas para GLRaV-2 RG, 
indicando con eso que existe una reacción cruzada de los anticuerpos de GLRaV-2 
utilizados en ELISA con el virus GLRaV-2 RG. Esto tiene su justificación en el hecho que 
los dos virus comparten casi el 75% de su genoma. 

En el caso de algunas muestras de vid resultadas positivas a ToRSV al inicio del proyecto, 
no ha sido posible confirmar el diagnóstico con RT-PCR. Sin embargo la técnica de RT-
PCR montada para ToRSV funciona adecuadamente, en cuanto ha sido probada sobre 
material vegetal procedente de ciruelo positivo a ToRSV. 
A raíz de los resultados obtenidos en vid con RT-PCR para ToRSV, hemos repetidos los 
análisis utilizando otro kit ELISA en las muestras de vid que el primer año de proyecto nos 
dieron un resultados positivo (todas estas muestras produjeron valores de absorbancia de 
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poco superiores al doble del control negativo). Los chequeos se realizaron tanto en 
noviembre como en abril, respectivamente sobre material vegetal verde y lignificado. En 
ambos casos los resultados han sido negativos, confirmando así el de RT-PCR. Con esto se 
concluye que utilizando la técnica ELISA en vid es muy importante la elección del kit de 
anticuerpo, porque es probable obtener falsos positivos. Así también se explica porque 
nunca ha sido posible detectar ToRSV. tanto con ELISA como con RT-PCR realizados en 
nematodos extraídos de los suelos con las vides supuestamente positivas al virus. 

Resultados enflioplasmas 

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

Se ha podido detectar y caracterizar a través de digestión enzimática los aislamientos de 
litoplasmas encontrados en Chile, estableciendo que pertenecen al los grupos l6SrI-B 
(Michigan aster yellow), 16Srl-C (Clover phyllody), 16SrVll-A (Ash yellow), 16SrlIl-J 
(Western X-disease group), 16SrXlI-A (Bois noir). A tal propósito, muy valiosa ha sido la 
colaboración con el laboratorio de Fitoplasmología (a cargo de la Dra. Assunta Bertaccini) 
del Instituto de Patología Vegetal de la Universidad de Bologna. 

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

Actividades 3.1, 3.2 y 3.3 

Se realizó la caracterización genética, a través de análisis de secuencias, de 2 aislados 
virales y 4 de fitoplasmas. 

Comparación de secuencias de los productos de amplificación de aislados chilenos de 
(iLRaV-2y GLRaV-2 RG con aquellas presentes en GenBank 

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir de los amplificados de G1-RaV-2 y 
de GLRaV-2 RG ha sido respectivamente de 332 bp y 266 bp. 

G1-RaV-2 ha sido alineado con dos secuencias presentes en GenBank: 

q  1 fl	 0 I1# HFC32O4 .1 1AE039204	 Grapevine ieafroll-associated virus 
2 meLbyltrar1sferase/heiicase 

polyprotein gene, partial cds; and RNA-dependent RNA 
polymerase, putative transmembrane small hydrophobic 
proein, 65 kDa chaperone protein, 63 kDa protein, 25 kDa
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diverged coat protein, > 
Length = 15000 

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

Query: 121 gccctccgcgcaactaatgacagccttaataaagagagCtatCadCCCCggCagatgagC 

180 

Shjct: 9467 gccctccgcgcaactaatgacagccttaataaagagagctatCaacCctggCagatgagC 

9408 

Query: 181 ctcagacttaacagtgcccccgaagtttccaattgaaaCagtttCgttCaagCCagggCC 

240

liii	 II	 II	 111111	 liii	 1111111	 liii	 1111111111111 
Sbjct: 9407 ctcagacttaacagtgcccccgaagtttccaattgaaacagtttcgttcaagCCagagCC 
9348 

Query: 241 gatcttaaccaagcggaccgggtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgcgtcgaggtt 
:300

II	 1	 liii	 II	 II	 II	 1111111	 11111	 1	 1111(11	 111111(111111 
Sbjct: 9347 gatcttaaccaagcggaccgagtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgcgtcgaggtt 
9288 

Query: 301 actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacctttaactttcaa 
360

11111	 11111	 111111(1	 11111	 (111111	 11111	 1111111111 
Sbjct: 9287 actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacCtttaaCtttCag 
9228 

Query: 361 attactcatcagtgattcggcctcataaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag 
420 

Sbjct: 9227 attactcatcagtgattcggcctcgtaaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag 
9168 

Query: 421 atagagataagtggggatgtacgccgaattat 452 

liii	 1	 111111	 1	 liii!	 III	 II 
Sbjct: 91.67 atagaqqt.aagtggggatgtacqccgaattat 9136 

	

9il2 7 653911emb1Y1 41 31. 1 I GLAV4131 	 Grapevine leafroll-associated virus 2 
genes encoding RNA polymerase 

and coat protein, hsp70, hsp90 gene and ORF2, ORF7 and 
ORF8 

Length = 8590 

Score = 611 bits (308), Expect = e-172 
identities = 326/332 (98%)
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SL rarid = Plus / Minos 

Query: 121 gccctcogcqcaactaatqacagccttaataaa qagaqcLatcaaccccgqcagatgagC 

180

III	 11111111111	 III	 III	 1	 III	 1111111111111111	 III	 1	 III
Sbjct: 3093 gccctccgcgcaactaatgacagccttaataaagagagCtatCaaCCCtggCagatgagC 

3034 

1)uery: 131 ct:cagactsaacagtqcccccqaagtttcCaattqaaacagtttcgttCariqccagggcc 

240
11111111	 11111	 111111	 1	 liii	 11111111	 111111	 111111111	 II 

Sbjct: 3033 ctcagacttaacagtgcccccgaagtttccaattgaaaCagtttCgttCaagCcagagCC 

2974 

Query: 241 qatcttaaccaagcggaccqgqtaatgaqqttttaaaCgqtcaaggtaCqCgtcqaqgrt 

300
1111111111	 1	 II	 liii	 1	 II	 III	 II	 111111111	 III	 1	 1111111111

Sbjct: 2973 gatcttaaccaagcggaccgagtaatgaggttttaaacggtcaaggtacgcgtcgaggtt 
2914 

Query: 301 actcgaatcgcaacccacccaacqttLtaaaLctcsasaaaaCgaacCtttaactttCaa 

360
II	 1	 111111	 III	 III	 111111111	 111111	 II	 III	 11111	 liii

Sbjct: 2913 actcgaatcgcaacccacccaacgttttaaatctctataaaacgaacCtttaaCtttCag 
2854 

Query: 361 aLtactcatcagrgattcggcctcaLaaccaaaaqtcatgtggttgaat:gq3Tad9ag 

420 

Sbjct: 2853 attactcatcagtgattcggcctcgtaaccaaaagtcatgtggttagaatcggagaagag 
2794 

Query: 421 atagagataagtgqgyatgtacgccqaattat 452 

II	 1	 11111	 11111	 III	 II 
Sbjct: 2793 atagaggtaagtggggatgtacgccgaattat 2762 

GRSLaV ha sido alineado con una secuencia presente en GenBank: 

	

(li!216369111(IbIAF3!4C61.11 	 Grapevine rooLsLock sLern lesion a0000Jdt.ed 
virus (ahora denominado como GLRaV-2 RG) 

nethyltransferase/helicase polyprotein, RNA-dependerit RNA 
polymerase, p6, HSP70-like protein, HSP90-like protein, 
coat protein duplicate, coat protein, p19, and p24 genes, 
complete cds 

Length = 16527 

Score = 337 bits (170), Expect = 8e-90 
ldentities = 254/266 (95%), Gaps = 12/266 (4%) 
Strand = Plus / Plus
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Query: 101 
qcgactccagcaactttagtngactactttagatncgcctngaagccacactatngcflggl 60 

Sbjct: 10778 
gcqactccaqcaacttlagt-gactacttt-gat-cgcct-qaagccacactat-gC-gg 10831 

Query: 161 
t LcgcccgtnataaaataggtactaggtCtagaatgataCtggtgattataggaaaCtaC22O 

Sbjct: 10832 
ttcqcccqt-at.aaaataqgtact-gqtct-gaatgatac-gqtgattataggaaactac 10887 

Query: 221 
ngggggtaccgttcgttccgaagtgcatttgccaggactaatagcttcctttatcaaggc2 80 

liii	 11111111	 1	 III	 1	 liii	 1	 111111	 liii	 1111111	 liii 
Sbjct: 10888 
-qqqgqtaccqttcqttccgaagtqcatttgccaggactaatagcttcctttatcaagqc 10946 

Query: 281 
qa tggttagttgtgccgagaatgctttttcttgcacttgcacgggagtgatatgttcagt 340 

II	 11111	 III	 liii	 1	 111111	 111111	 liii	 111111	 liii 
Shlct: 10947 gatggttagttgtgccgagaatgctttttcttgcacttgcacgggagtgatatgttcagt 
11006 

Query: 341	 gccagcngaattatqacaqtgtLcag 366 

111	 111	 III	 111111111 
Sbict: 11007 qccaqc-qaattatqacagt.attcag 11031 

Comparación de secuencias de los productos de amplificación de aislados chilenos de 
fitop/asmas de aproximadamente 1200 bp (Chile Jy VIO y de aislados de aproximadamente 
1500 hp (Chile a y h) con aquellas presentes en GenBunk. 

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir del amplificado de Chile 1 ha sido 
de 1141 bp. 

Resultado de la alineación de Chile 1 con una secuencia presente en GenBank: 

gi156 7 858651gblAY7 34453.1I Barley deformation phytoplasma 16S ribosomal 
RN/\ gene, partial 

sequence; 16S-23S rRNA intergenic spacer and tRNA-Ile gene, 
complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial 

sequen c: e
Length=1830 

Score = 2181 bits (1100), Expect = 0.0 
identities = 1136/1141 (99), Gaps = 0/1141 (03)
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St: rand : Plus/ Plus 

Queryl ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGG 60 
11111	 liii	 1111111111111	 1	 1111111111	 11111111111111111111 

S bj ct 239 ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGG 298 

Query6 1 TTGAACGGCCATATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG 120 
1	 1	 II	 liii	 11111	 111111	 liii	 II	 1111111	 III	 III	 II 

Sbj ct299 TTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG 358 

Queryl2l AATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTC 180 
liii	 liii	 1111111	 1111111	 11111	 II	 lIllIllilI	 11111111	 III 

Sbj ct359 AATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTC 418 

Query181 GGTACGTAPAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTAC 240 
III	 1111111111	 1111111111111111111111	 liii	 111111111111 

Sbj ot 419 GGTACGTZAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTAC 478 

Query24 1 CTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAG 300 
1111111111111	 III	 111111111	 11111	 1	 II	 111111	 II

Sbjct47 9 CTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCP.AG 538 

Ouery30 1 CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAMGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTA 360 
11111111111	 1111111111	 11111111111	 111111	 1111111 

Sbj ct539 CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTWGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTA 598 

Query3 61 AGTGCATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCA 420 
111111111111111111	 III	 II	 1	 1	 111111111111111111	 111111111 

Sbj ct599 AGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCA 658 

Query42 1 AGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAA 480 
111111111111	 111111	 111111111111	 11111	 liii	 1111111	 1	 1 

Sbj ct 659	 718 

Query4 81 GGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGGGGCACGAGCGTGGGGAGCCAGGATT 540 
III	 liii	 III	 111111111	 111111	 II	 111111	 liii	 1	 II	 III	 II	 II 

Sbj ct7]. 9 GGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGATT 778 

Query54 1 AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAGCGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGT 600 
1111111111111111	 11111	 1	 1	 111111111111111111111111 	 II	 1	 Hl 

Sbj ct77 9 AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGT 838 

Query601 TGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTCAAAG 660 
111111111111111	 1111111	 111111111111111111111111111111111 	 liii 

Sbj ct839 TGAAGTTAfiCACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAG 898 

Query661 GAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA 720 
1111111111111111111111	 11111111111111111111111111111111111111 

Shj ct899 GAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA 958 

Query72 1 AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAG 780 
11111111111111111111111111111	 11111111111111111111111	 111111 

Sbj ct 959 AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAG1O 18 

Que--v781 TTGCACAGGT(GTGCJ\TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTPAGTCCCG 840 
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liii	 1	 1111111	 111111	 1111111	 1111	 111111	 liii	 111111 
hj oL 101 9TTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG1O78 

Que ry84 1 CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGAC 900 
11111111111	 111111111111111111	 1	 1	 111111	 111111	 III	 III	 II 

Obj ctlO7 9CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGAC11 38 

Query901 TGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC 960 

	

1	 III	 III	 II	 III	 1111111	 111111111111	 11111111111	 11111
Sbj ct 113 9TGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC1 198 

Query961 TGGGCTACAAACGTGGTACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGC1 020 
1	 1111111	 IllIlIlIllIl	 liii	 1	 II	 III	 II	 II 

Sb j ct 119 9TGGGCTACA ACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGC 1258 

Query1O21GAATCTCnnnnnnnCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1 080 
111111111	 11111	 111111	 111111111111111111111111111 	 111111111 

b j ct 125 9GAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1 318 

Queryl O81GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACAC1 140 
11111111	 1	 1	 1	 III	 III	 1	 11111111	 II	 1	 111111	 1111111

Sbj ct 1319GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACAC1 378 

Query 1141 A 1141 

Sbjct 1379 A 1379 

La secuencia de Chile 1 se incluyó en el GenBank con e! Código AY74 1532: 

LOCUS	 AY741532	 1141 bp	 DNA	 linear	 BCT 17-
OCT-2004 
DEFINITION Aster yellows phytoplasma 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence. 
ACCESSION	 AY741532 
VERSION	 AY741532.1 GI:54072621 
KEYWORDS 
SOURCE	 Aster yellows phytoplasma 
ORGANTSM Aster yellows phytoplasma 

Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales; 
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; Candidatus 

[bytoplasma
asteris. 

REFERENCE	 1 (bases 1 to 1141) 
AUTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and 

Bertaccini,A. F. 
TITLE	 Identification of phytoplasmas infecting grapevines with 

yeLLows
symptoms in Chile 

JOURNAL Unpubl ± shed 
REFERENCE	 2 (bases 1 to 1141) 

AtJTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and 
Bertaccini,A. E. 

TITIE	 Direct Subrnissiou
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JOURNAL	 Submitted (03-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale 

Fa ri i n,
42, Bologna 40127, Italy 

FEATURES	 Location/Qualifiers 
source	 1. .1141 

/organism= "Aster yellows phytoplasma" 
/moltype= "genornic DNA" 
/ isolationsource="grapevine" 
/db xref="taxon:35779" 
/ cointry="Chi1e" 

rRNA	 Kl. .>1141 
/product="16S ribosomal RNA" 

ORIGIN
1 attagttagt tggtggggta aaggcctacc aagactatga tgtgtagccg 

qq ct gaga gg 
61 ttgaacggcc atattgggac tgagacacgg cccaaactcc tacgggaggc 

a g cagtaggg 
121 aattttcggc aatggaggaa actctgaccg agcaacgccg cgtgaacgat 

g a agtatt tc 
181 ggtacgtaaa gttcttttat tagggaagaa taaatgatgg aaaaatcatt 

ctgacggtac 
241 ctaatgaata agccccggct aactatgtgc cagcagccgc ggtaatacat 

agggggcaag 
301 cgttatccgg aattattggg cgtaaagggt gcgtaggcgg ttaaataagt 

L tatggtcta 
361 agtgcaatgc tcaacattgt gatgctataa aaactgttta gctagagtaa 

q a tagaggca 
421 agtggaattc catgtgtagt ggtaaaatgc gtaaatatat ggaggaacac 

cagtagcgaa 
481 ggcggcttgc tgggtcttta ctgacgctgg ggcacgaaag cgtggggagc 

aaacaggatt 
541 agataccctg gtagtccacg ccgtaagcga tgagtactaa acgttgggta 

aaaccagtgt 
601 tgaagttaac acattaagta ctccgcctga gtagtacgta cgcaagtatg 

a aactcaaag 
661 gaattgacgg gactccgcac aagcggtgga tcatgttgtt taattcgaag 

q t acccgaaa 
721 aacctcacca ggtcttgaca tgcttctgca aagctgtaga aacacagtgg 

iqgttatcag 
781 ttgcacaggt ggtgcatggt tgtcgtcagc tcgtgtcgtg agatgttggg 

t taagtcccg 
841 caacgagcgc aacccttatt gttagttacc agcacgtaat ggtggggact 

t t agcaagac 
901 tgccagtgat aaattggagg aaggtgggga cgacgtcaaa tcatcatgcc 

cc t tat gacc 
961 tgggctacaa acgtggtaca atggctgtta caaagggtag ctgaagcgca 

a g t t. t t t ggc 
1021 gaatctcaaa aaaacagtct cagttcggat tgaagtctgc aactcgactt 

catgaagttq 
1081 gaatcgctag taatcgcgaa tcagcatgtc gcggtgaata cgttctcggg 

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

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

gi138600331gb1AF092209.11AF092209 Ash yellows phytoplasma 16S ribosomal 
RNA gene, 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer region, and tRNA-Ile gene, complete 
se quence 

Len gth= 1722 

Score = 2403 bits (1212), Expect = 0.0 
identities = 1227/1232 (99%), Gaps = 0/1232 (0%) 
Strand=Plus/Plus 

Que ry 1 TGCTAAGACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGGA 60 
II	 liii	 1	 III	 1111111	 liii	 1	 II	 111111	 1	 liii	 II 

Sbj ct115 TGCTAAGACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGAA 174 

Que ry6l AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA 120 
II	 III	 III	 111111	 1111111111	 11111111111	 111111	 1	 liii	 liii

Sbj ctl7 5 AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA 234 

Query12 1 AGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGC 180 
111111	 II	 II	 11111	 1111111	 111111111	 11111111	 II

Sbj ct235 AGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGC 294 

Queryl 81 CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGA 240 
11111	 II	 1	 1	 1111111	 III	 1	 liii	 11111	 II	 III	 111111	 1	 liii 

Sbj ct295 CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGA 354 

Query24 1 GCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAA 300 
II	 1111111	 11111111111	 ¡111111111111111111111	 111111	 111111 

5 b 1 c t 355 GCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAA 414 

Query3o 1 AAATAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCC 360 
III	 1111111	 1	 III	 11111111	 liii	 1111111!	 1111111	 liii

Sbj ct4 15 AAATAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCC 474 

Query3 61 AGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTG 420 
II	 111111	 1111111	 1111111	 1	 111111111	 1111111	 111111	 11111 

Sbj ct47 5 AGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTG 534 

Query42 1 CGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGA 480 
III	 III	 11111111111111!	 III	 111111	 1	 111111111!	 III	 11111111 

Sb j ct535 CGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGA 594 

Query4 81 AACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGT 540 
Iii	 11111111111	 1111111111	 1111111111111111111111 

Sbj ct595 AACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGT 654 

Query54 1 GTAAATJ\TATGGPGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGA 600 
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liii	 111111111111	 1	 II	 11111111	 1111111	 1111111111111	 II	 II 
Sbj c1655 GTAAATATATGGAGGAACACCAGAPGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGA 714 

Query60 1 GGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA 660 
11111111	 11111111111111	 tI	 IHI	 1111111111	 11111	 1111111111 

Shj ct715 GGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA 774 

Query661 TGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCT 720 
II	 11111111	 liii	 II	 1	 1111	 1111111	 III	 11111	 II	 111111	 II 

Sbj ct775 TGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCT 834 

Query7 21 GAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTG 780 
III	 111111	 11111	 liii	 1	 11111111111	 1	 1111111111111111	 1	 1	 II 

Sbj ct835 GAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTG 894 

Query781 GATCGTGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAPAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGC 840 
liii	 1	 III	 1	 11111	 11111	 1	 liii	 1	 II	 1111	 II	 1	 11111	 1	 II 

Sbj ct895 GATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGC 954 

Query84 1 AAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG 900 
III!	 II	 1111111	 1111	 1111111	 11111	 11111111	 111111	 II 

bj ct955 AAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG1 014 

Query90 1 TTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAPACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTAC 960 
111111111	 111111	 liii	 III	 111111111111111	 111111	 111111	 II 

Sbj ctlO 1 5TTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTAC1O7 4 

Query9 61 CAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGACCGCCAATTAACATTGGAGGAGGTGAGG 1020 
1111111111	 II	 III	 1111111	 1	 II	 II	 III	 1111	 1	 1	 III	 11111 

S b j ct 107 5CAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGCTGCCAPTTAAACATTCGAGG\AGCTGPGC 1134 

Queryl 02 1ATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAI\TGGCTGTT 1080 
111111	 111111	 II	 III	 11111111111	 1	 11111	 1111111	 11111111111 

bj ct1135ATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTT1 194 

Queryl 08 1ACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAkAGCAGTCTCAGTTCGGA1 140 
1111111111!	 1	 II	 III	 111111111111111111111 	 111111111	 1	 liii 

Sbj ct 11 95ACAAI\GAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGAl2 54 

Queryll 4 1TTGAAGTCTGT ACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGT1 200 
liii	 1111	 II	 11111111111	 111111111	 11111111111111	 11111111111 

Sbj ct1255TTGAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGT1314 

Queryl20 1CGCGGTGAATACGTTCACGGGGTTTGTACACA 1232 
liii	 111111111111111

Sbjctl3l 5CGCGGTGAI\TP.CGTTCTCGGGGTTTGTACACA 1346
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La secuencia de Chile Vil se incluyó en el GenBank con el Código AY741531: 

LOCOS	 AY741531	 1232 bp	 DNA	 linear	 BCT 17-

UCT-2004 
DEFINITION Candidatus Phytoplasma fraxini 16S ribosomal RNA gene, 
partial

sequence. 
ACCESSION	 AY741531 
VERSION	 AY741531.1 GI:54072620 
KEYWORDS 
SOURCE	 Candidatus Phytoplasma fraxini 
ORGANISM Candidatus Phytoplasma fraxini 

Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales; 
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrVII (Ash 

—c. 1 lows
group). 

REERRENCE	 1 (bases 1 to 1232) 
AUTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and 

Bertaccini,A.F. 
TITLE	 Identification of phytoplasmas infecting grapevines with 

ye] ows
symptoms in Chile 

JOURNAL Unpublished 
REVRRENCE	 2 (bases 1 to 1232) 

A(JTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajarcio,A., Montealegre,J.R. and 
Bertaccini, A. F. 

TITLE	 Direct Submission 
JOURNAL	 Submitted (03-SEP-2004) DiSTA, tJniversity of Bologna, viale 

Fatin,
42, Bologna 40127, Italy 

FEATURES	 Location/Qualifiers 
suorce	 1. .1232 

/organism="Candidatus Phytoplasma fraxini" 
/moltype="genomic DNA" 
/ 1 solationsource="grapevine" 
/cibxref="taxon: 35780" 
/country="Chile" 

rRNA	 <1..>1232 
/product="16S ribosomal RNA" 

O Rl 01 N
1 tgctaagact ggataggaaa taaaaaggca tctttttatt tttaaaagac 

ctttttCgga 
61 aggtatgctt aaagatgagc ttgcgccaca ttagtttgtt ggtggggtaa 

tggcctacca 
121 agacgatgat gtgtagctgg actgagaggt cgaacagcca cattgggact 

gagacacggc 
181 ccaaactcct acgggaggca gcagtaggga atcttcggca atggaggaaa 

ct ct.gaccga 
241 gcaacgccgc gtgaacgatg aagtatttcg gtatgtaaag ttcttttatt 

gaagaagaaa 
301 aaatagtgga aaaactatct tgacgttatt caatgaataa gccccggcta 

ictatgtgcc 
361 agcagccgcg gtaagacata gggggcgagc gttatccgga attattgggc 

qtoaaqqgtg
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421 cgtaggcggt taggaaagtc tataatttaa tttcagtgct taacgctgtc 
ttgttataga 

481 aactaccttg actagagtta gatagaggca agcggaattc catgtgtagc 
qgtaaaatgt 

541 gtaaatatat ggaggaacac cagaagcgta ggcggcttgc tgggtcttga 
ctqacgCtga 

601 ggcacgaaag cgtgggtagc aaacaggatt agataccctg gtagtccacg 
ccqt:aaacga 

661 tgagtactaa gtgtcgggat aaaactcggt actgaagtta acacattaag 
tactccgcCt 

721 gagtagtacg tacgcaagta tgaaacttaa aggaattgac gggactccgc 
acaagcggtg 

781 gatcgtgttg tttaattcga agatacacga aaaatcttac caggtcttga 
catgctctgc 

841 aaagctatag aaatatagtg gaggttatca gggacacagg tggtgcatgg 
t tgtcgtcag 

901 ttcgtgtcgt gagatgttag gttaagtcct aaaacgagcg caacccttgt 

c gtt agt t ac 
961 cagcacgtaa tggtgggcac tttaacgaga ccgccaatta aacattggag 

; aaggt gagg 
1021 attacgtcaa atcatcatgc cccttatgat ctgggctaca aacgtgatac 

aatggCtgtt 
1081 acaaagagta gctgaagcgc gagtttttag ccaatctcaa aaaagcagtc 

icagttcgga 
1141 ttgaagtctg taactcgact tcatgaagtt ggaatcgcta gtaatcgcga 

a t ca g ca t gt 
1201 cgcggtgaat acgttcacgg ggtttgtaca ca 

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

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

qi162 7 508 7 21emb1AJ96496 0.1 I Candidatus Phytoplasma solani 16S rRNA gene, 
partía! 16S-23S 

IGS and tRNA-Ile gene, isolate 26426N 
Length=1684 

Score = 2642 bits (1333), Expect = 0.0 
Identities = 1381/1396 (98%), Gaps = 1/1396 (0%) 
Strand=Plus/Plus 

Que ry 1 AGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTGCGTC 60 
1111111	 1111111	 11111	 1111111111111111	 II	 111111	 liii	 liii 

Sbj ct 172 AGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTGCGTC 231 

Query61 ACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGGTGATGTGTAGCCGGGCTGAGA 120 
II	 111111	 Hl	 11111	 t	 liii!	 liii	 1	 11111111111	 1111111 

Sbjct232 ACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCTGAGA 291 

Query12 1 GGTCGAACGGCCACATTGGGGCTGAGACACGGCCCAAPCTCCTACGGGAGGCAGCAGTAA 180 
III)	 11111)111111	 III	 11111111	 II	 III	 II	 111)11	 11H11	 II 

Sbj ct2.92 GGTCGA-C (GCCTCATTGGGACTGAG!\CACGGCCCA.AACTNCTACGGGAGGCAGCGTAA 351 
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Que ryl 81 GGAATTTTCGGCAATGGAGGAA.CTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAGTATT 240 
11111111	 11111111111	 III	 1	 1	 11111	 III	 1	 11111111111	 1	 1 

Shj ct352 GGAATTTTCGGCAATGGAGGMACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAGTATT 411 

Query24 1 TCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGTGGAAAAACCATTATGACGGT 300 
1111111111111111111111	 1	 11111111111111	 II	 II	 1111111	 1	 liii 

Sbj ct4 12 TCGGTACGTA1½AGTTCTTTTATTAGGGAAGAMGATGGTGGWJ\CCATTATGACGGT 471 

Qi.iery3ü 1 ACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCA 360 

	

III	 111111	 liii	 1	 III	 111111111111111	 11111111111111 
5bj ct472 ACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCA 531 

Query361 AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTC 420 
111111111111	 III	 1111111	 liii	 1111111	 liii	 1	 111111	 II	 1 

Sbj ct532 AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTC 591 

Query421 TAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATAGAGG 480 
II	 1111	 II	 11111	 1111111111111111111111	 1111111	 111111111 

bj ct592 TAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATAGAGG 651 

Query4 81 CAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATACGGAGGAACACCAGAAGCG 540 
11111	 IIIIIIHI	 1	 1111111	 1	 1	 1111111111	 III	 1	 III	 1 

S b j ct 652 CAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATACGGAGGAACACCAGAAGCG 711 

Que ry54 1 AAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 600 
II	 1	 1	 liii	 1	 III	 11111111111111	 1	 lii	 111111	 II	 1111111 

Sbl ct 712 AJ\GGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAA1GCGTGGGGAGCZ\AAC\GGA 771 

Query6Ol TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCÇTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGATAAAACCAGT 660 
11111	 liii	 liii!	 1	 III	 1111111111	 111111111	 1	 11111 

Sbj ct772 TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGATAAAACCAGT 831 

Query661 GTTGAAGTTAACACATTAAATACTCCGCCTGAGTGGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAA 720 
11111111111	 liii	 III	 11111111111111	 II	 111111	 1111111	 111111 

Sbj ct832 GTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTPJ\ 891 

Query72 1 AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTGCCCGA 780 

Sbj ct892 AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTATTCGAAGGTACCCGA 951 

Query7 81 AAMCCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCCGTAGAAATACAGTGGAGGTTATC 840 
1111111111111	 [1111111111111111	 t	 11111	 liii	 1111111111111111111 

Sbj ct952 AAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCTGTAGAAATACAGTGGAGGTTATC1O1 1 

Query84 1 AGAGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 900 
111111111111111111111	 111111111111111111111111111111111111 

Sbj ct1O12AAAAGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC1O7 1 

Query90 1 CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAAGAC 960 
11111111111111	 111111111111111	 1111111111111111111111111111111 

Sbj ct1072CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAGAC1 131 

Query961 TGCCAATGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC-AATCATCP.TGCCCCTTATGACC1O1 9

	

111111	 II	 1	 1	 III	 1	 11111	 liii	 1!	 III	 1111111	 III	 II
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Sbl t1132TGCCAATGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC1 191 

Queryl O2OCGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGCTACAAAGGGTAGCTAAAGCGTAAGCTTCTGGC1O7 9 
11111111111111	 11111	 1	 III	 III	 liii	 III	 11111	 III	 1	 111111 

Sbj ctl 1 92TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAPGGGTAGCTAAAGCGTAAGCTTCTGGC1251 

Queryl 08 OGAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1 139 
1111	 III	 1111111111111111	 11111111111	 ¡111111	 111111111! 

Sbj ctl 2 52GAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG1 311 

Queryl 14 OGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTCTGTACAC1 199 
11111	 1	 II	 1111	 II	 11111111111111	 III	 111111	 1	 1111	 III	 II

Sbj Ct1312GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACAC1 371 

Query1200ACCGCCCGTCAAACCACGAAAGTTGGCAATACCCAAAGCTGGTGGCCTAACTTGAGCAAT1259 
¶	 11111111	 1111111111	 11111111111	 liii	 liii 

Sbj ct1372ACCGCCCGTCAAACCACGAAAGTTGGCAATACCCAAAGCCGGTGGCCTAACTTGAGCAAT14 31 

Queryl2 6OCAAGAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCC1 319 
III	 11111111	 1111111!	 111111	 111111111 

Sbj ctl4 32CA GAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCC14 91 

Queryl 32 OCACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAAGTTATCATCTTCAGTTTT137 9 
1111111111	 111111	 111111	 111111111	 11111	 11111	 11111111	 II 

Sbj ct 14 92TACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAAGTTATCATCTTCAGTTTT1551 

QUery1380GAGAGACTTAAGAAAG 1395 

Sb j ct 1 552GAGFSGACTTPJGAAAG 1567 

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

Que ryl 40 9AAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGTTAGAGCACACGCCTGATAAGTGTGAGGTCGGTG 1468 
1111111	 1	 II	 1111111111	 11111111111111111	 II	 1	 1	 II	 1	 II

Shj ctl 581AAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGTTAGAGCACACGCCTGATAAGCGNGAGGTCGGTG1 640 

Que ryl4 69GTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAATAGGTCACATCTTAAAA 1512 
liii	 111111111	 11111111111	 1	 liii	 11111111 

Sbjct 164 1GTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAATAGGTCACATCTTAAAA 1684 

La secuencia de Chile a se inclu yó en el GenBank con el Código AY739654: 

LOCUS	 AY739654	 1541 bp	 DNA	 linear	 BCT 03-
OCT-2004 
DEFINITION Stolbur phytoplasma done a 165 ribosomal RNA gene and 16S-
23S

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

gene, complete sequence. 
ACCESSION AY739654 
VERSION	 AY739654.1 GI:52789116
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KEYWORDS 
SOURCE	 Carididatus Phytoplasma solani 
ORGANIS4 Candidatus Phytoplasma solani 

Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales; 
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrXII (Stolbur 
group). 

	

RFFERENCE	 1 (bases 1 to 1541) 

	

AUTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and 
Bertaccini, A. F. 

TITLE	 Identification of phytoplasmas infecting grapevine with 
yeilow in

Chile 
JOURNAL Unpublished 

	

REF'FRENCE	 2 (bases 1 to 1541) 

	

AUTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and 
Bertaccini, A. F. 

TITLE	 Direct Submission 

	

JOURNAL	 Submitted (01-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale 
Fani n,

42, Bologna 40127, Italy 
FEATURES	 Location/Qualifiers 

source	 1. .1541 
/organism="Candidatus Phytoplasma solani" 
/rnoltype="genomic DNA" 
/isolationsource"Chilean grapevine with Stolbur 

di sease"
/db xref="taxon:69896" 
/clone="a" 

	

rRNA	 <1..1350 
/product="16S ribosomal RNA" 

rnisc RNA	 1351..>1541 
/product="16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer" 

	

tRNA	 1417. .1492 
/product=" tRNA-I le" 

ORIGIN
1 aggcatcttc ttatttttaa aagacctagc aataggtatg cttagggaag 

a gcttgcgtc 
61 acattagtta gttggtgggg taatggccta ccaagacggt gatgtgtagc 

cgggctgaga 
121 ggtcgaacgg ccacattggg gctgagacac ggcccaaact cctacgggag 

qcagcagtaa 
181 ggaattttcg gcaatggagg aaactctgac cgagcaatgc cgcgtgaacg 

atgaagtatt 
241 tcggtacgta aagttctttt attagggaag aaaagatggt ggaaaaacca 

ttatgacggt 
301 acctaatgaa taagccccgg ctaactatgt gccagcagcc gcggtaatac 

atagggggca 
361 agcgttatcc ggaattattg ggcgtaaagg gtgcgtaggc ggttaaataa 

qtttatggtc 
421 taagtgcaac gctcaacgtt gtgatgctat aaaaactgtt tagctagagt 

t ggatagagg 
481 caagtggaat tccgtgtgta gtggtaaaat gcgtaaatat acggaggaac 

accagaagcg 
541 aaggcggctt gctgggtctt aactgacgct gaggcacgaa agcgtgggga 

qcaaacagga 
601 ttagataccc tggtagtcca cgccctaaac gatgagtact aaacgttgga 

t a a a a c ca g t
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661 gttgaagtta acacattaaa tactccgcct gagtggtacg tacgcaagta 
tgaaacttaa 

721 aggaattgac gggactccgc acaagcggtg gatcatgttg tttaattcga 
aggtgcccga 

781 aaaacctcac caggtcttga catgcttttg caaagccgta gaaatacagt 
qgaggttatC 

841 agaagcacag gtggtgcatg gttgtcgtca gctcgtgtcg tgagatgttg 

qqttaagtcc 
901 cgcaacgagc gcaacccttg ttgttaattg ccatcattaa gttggggact 

t tagcaagac 
961 tgccaatgat aaattggagg aaggtgggga cgacgtcaat catcatgccc 

cttatgaccc 
1021 gggctacaaa cgtgatacaa tggctgctac aaagggtagc taaagcgtaa 

q ct t ctggcg 
1081 aatctcaaaa aagcagtctc agttcggatt gaagtctgca actcgacttc 

at gaagttgg 
1141 aatcgctagt aatcgcgaat cagcatgtcg cggtgaatac gttctcgggg 

ctgtacaca 
1201 ccgcccgtca aaccacgaaa gttggcaata cccaaagctg gtggcctaac 

t tgagcaatc 
1261 aagaaggagc cgtctaaggt agggttgatg attggggtta agtcgtaaca 

agqLatcccc 
1321 accggaaggt ggggatggat cacctccttt ctaaggataa agttatcatc 

ttcagttttg 
1381 agagacttaa gaaagttttt cattttttaa gattcgggcc tatagctcag 

ctggttagag 
1441 cacacgcctg ataagtgtga ggtcggtggt tcaagtccat ttaggcccac 

ca a a a t a g gt 
1501 cacatcttaa aaaagctctt tgaaaqqtaq ataaacaaa g q 

El largo de las porciones secuenciadas obtenidas a partir del amplificado de Chile b ha sido 
de lS44bp. 

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

gt1136494441gb1AF248959.11AF248959 Stolbur phytoplasma 16S ribosomal RNA 
gene, complete sequence; 

tRNA-Ile gene, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

1ength=1783 

Score = 1922 bits (1474), Expect = 0.0 
Identities = 1530/1546 (98%), Gaps = 2/1546 (0%) 
Strand=Plus/Plus 

Que ry 1 AAGAAGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTG 60 

1111111	 III	 III	 11111111111	 III	 II	 1111111111111111111111 
Sbj ctl7 3 AAGAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAAGAGCTTG 232 

Query6l CGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGACGGTGATGTGTAGCCGGGCT 120 

III	 t	 111111111	 II	 III	 II	 II	 1111111	 1	 II	 111111	 11111 
Sbj ct2 33 CGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTJVTGGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCT 292 
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Queryl2l GAGAGGTCGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA 180 
11111111111111	 11111111111	 III	 III	 II	 111111111111111111 

Sbj ct293 GAGAGGTCGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA 352 

Queryl 81 GTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAG 240 
11111	 111111111	 1	 liii	 11111111111111	 11111111	 liii	 liii

Sbjct353 GTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGATGAAG 412 

Query24 1 TATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGTGGAAP-AACCATTATGA 300 
1111111	 11111	 11111	 II	 II	 liii	 11111	 liii	 11111	 1	 III	 1	 liii

Sbj ct4 13 TATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGTGGAAAAACCATTATGA 472 

Query30l CGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGG 360 
III	 1111111111111111111111111 	 1	 III	 II

Sb j ct 473 CGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGG 532 

Query361 GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTAT 420 
II	 1	 11111111111	 11111111	 II	 III	 1	 1	 111111	 1111111	 II 

Sbj ct533 GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTAT 592 

Query421 GGTCTAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTGCATA 480 
liii	 111111111111111	 11111111111	 III	 11111	 11111	 11111111	 III

Sbj ct593 GGTCTAAGTGCAACGCTCAACGTTGTGATGCTATATAAACTGTTTAGCTAGAGTTGGATA 652 

Query4 81 GAGGCAAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTAAPLPTGCGTAAATATACGGAGGAACACCAGA 540 
11111111	 1	 11111	 11111	 1111111	 1111111111111111111111	 liii 

bj ct653 GAGGCAGTGGAATTCCGTGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATACGGAGGAACACCAGA 712 

Query54 1 AGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC 600 
111111	 1111111111111	 III	 II	 11111	 111111	 III	 II	 1	 1	 liii

Sbj ct7 13 AGCGAAAGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC 772 

Query60l AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCP.CGCCCTAAACGATGAGTACTAPACGTTGGATAAAAC 660 
III	 1111111!	 11111111111	 11111111111	 III	 liii	 11111111	 1111111 

Sbj ct773 AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGATAkkAC 832 

Query6 61 CAGTGTTGAAGTTAACACATTAAATACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAC 720 

	

1111111111	 11111	 liii	 1111111	 II	 II	 1111111	 1	 III	 1	 III
Sbj ct833 CAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGGTAGTACGTACGCAAGTATGAAPC 892 

Query721 TTAPLAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTAC 780 
1111111	 11111111111	 11111111111	 11111111111111111	 III	 1111111 

Sbj ct893 TTWLGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTATTCGAAGGTAC 952 

Que ry7 81 CCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCTGTAGAAATACAGTGGAGGT 840 
111111111111111111111111111111! 	 1111111111111111111111	 111111 

Sbj ct953 CCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTTTGCAAAGCTGTAGAAATACAGTGGAGGC1O 12 

Query84 1 TATCAGACGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA 900 
1111111	 11111111111	 liii	 III	 111111111111111111111111111111111 

Sbj ctlO 1 3TATCAGAAGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA1O72 

Query90l GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCA 960 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

S b j ct 107 3GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCA1 132 

Query961 PGACT GCCAPrGAFAAATTGGAGG-AGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT1 019 
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11111111	 11111	 II	 11111	 III	 liii	 III	 11111111111111111 
Sbj ct 113 3GACTGCCA.TGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT1 192 

QuerylO2 0GACCCGGGCTACAAACGTGATACATGGCTGTTACPJ\AGGGTAGCTAAAGCGTAAGCTTC1079 
liii	 1111111111	 II	 1111111	 1111111111111111	 III	 II	 1	 II	 II

Sbj ctl 1 93GACCTGGGCTACAAATGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTAAAGCGTAPGCTTC1252 

Queryl 08 OTGGCGAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAA1 139 
1	 III	 II	 III	 111111	 II	 HIIIIH	 liii	 liii	 II	 1111111111111 

Sbj ct 1253TGGCGAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAA1312 

Queryl 14 OGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGT1 199 
1	 1111111111	 1	 111111111	 111111	 111111	 II	 1	 11111111111 

Sbj ctl3l 3GTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGT1372 

Query1200ACGCACCGCCCGTCAAACCACGAAAGTTGGCAATACCCAAAGCTGGTGGCCTAACTTGAG1259 
liii	 1	 II!	 1111111	 11111111	 1111111	 II	 liii	 11111111111

Sbj ct 137 3ACACACCGCCCGTCAAACCACGAAAGTTGGCAATACCCAAAGCCGGTGGCCTAACTTGAG1 432 

Que ryl2 6OCAATCAAGAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTA1319 
1111111	 II	 11111111111	 III	 111111	 1	 111111	 11111111111	 liii 

Sbj ct 14 33CAATCAAGAAGGAGCCGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTA14 92 

Queryl 32OTCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAAGTTATCATCTTCAG1 379 
11111111111111	 liii	 111111111	 11111	 111111	 111111111111111 

Shj ct 14 93TCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAAGTTATCATCTTCAG1 552 

Queryl 38OTTTTGAGAGACTTAAGAAAGTTTTTCA-TTTTTAAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGT14 38 
III	 1	 II	 II	 111111	 11111	 1	 111111	 11111111111111	 111111 

Sbj ct 1 553TTTTGAGAGACTTAAGAAAGTTTTTCATTTTTTAAGATTCGGGCCTATAGCTCAGCTGGT1 612 

Queryl 4 39TAGAGCACACGCCTGATAAGTGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAA14 98 
1111111	 II	 IlIlIllIl	 1	 11111	 1	 111111	 II	 liii	 II	 II	 1

Sbj ct 1 613TAGAGCACACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAAAA1672 

Queryl 4 99TAGGTCACATCTTAAAAAAGCTCTTTGAAAGGTAGATAAACAAAGG 1544 
11111111111	 11111	 II	 III	 11111111	 III 

Sb j c ti 67	 1718 

La secuencia de Chile b se inclu yó en el GenBank con el Códi go AY739653: 

LOCUS	 AY739653	 1544 bp	 DNA	 linear	 BCT 03-
OC T-2 004 
DEFINITION Stolbur phytoplasma done b 165 ribosomal RNA gene and 16S-
23S

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

gene, complete sequence. 
ACCESSION AY739653 
VERSION	 AY739653.1 GI:52789115 
KEYORDS 
SOURCE	 Candidatus Phytoplasma solani 
ORGNlSM Candidatus Phytoplasma solani 

Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
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Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrXII (Stolbur 
group). 

	

R[FERENCE	 1 (bases 1 to 1544) 

	

A[JTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Montealegre,J.R. and 
Bertaccini, A. F. 

TITLE	 Identification of phytoplasmas infecting grapevine with 
yeflow in

Chile 
JOURNAL Unpublished 

	

RFPERENCE	 2 (bases 1 to 1544) 

	

ALJTHORS	 Botti,S., Fiore,N., Gajardo,A., Nontealegre,J.R. and 
Bertaccini , A. F. 

TLTLE	 Direct Submission 

	

JOURNAL	 Submitted (01-SEP-2004) DiSTA, University of Bologna, viale 
Fanin,

42, Bologna 40127, Italy 

	

EFATURES	 Location/Qualifiers 
surce	 1. .1544 

/organism="Candidatus Phytoplasma solani" 
/moltype="genomic DNA" 
/isolationsource =11 Chi1ean grapevine with Stolbur 

disease"
/db xref="taxon:69896" 
/clone="b" 

	

rRNA	 <1..1354 
/product ="16S ribosomal RNA" 

misc RNA	 1355..>1544 
/product="16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer" 

	

tRNA	 1420. .1495 
/product="tRNA-Ile" 

ORIGIN
1 aagaaggcat cttcttattt ttaaaagacc tagcaatagg tatgcttagg 

gaagagcttg 
61 cgtcacatta gttagttggt ggggtaacgg cctaccaaga cggtgatgtg 

agccgggct 
121 gagaggtcga acggccacat tgggactgag acacggccca aactcctacg 

qgaggcagca 
181 gtaaggaatt ttcggcaatg gaggaaactc tgaccgagca atgccgcgtg 

aacqatgaag 
241 tatttcggta cgtaaagttc ttttattagg gaagaaaaga tggtggaaaa 

accattatga 
301 cggtacctaa tgaataagcc ccggctaact atgtgccagc agccgcggta 

ataca Laggg 
361 ggcaagcgtt atccggaatt attgggcgta aagggtgcgt aggcggttaa 

ataaqtttat 
421 ggtctaagtg caacgctcaa cgttgtgatg ctataaaaac tgtttagcta 

qagttggata 
481 gaggcaagtg gaattccgtg tgtagtggta aaatgcgtaa atatacggag 

q aac a cca ga 
541 agcgaaggcg gcttgctggg tcttaactga cgctgaggca cgaaagcgtg 

qq gag ca aac 
601 aggattagat accctggtag tccacgccct aaacgatgag tactaaacgt 

tggataaaac 
661 cagtgttgaa gttaacacat taaatactcc gcctgagtag tacgtacgca 

agtatqaaac
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721 ttaaaggaat tgacgggact ccgcacaagc ggtggatcat gttgtttaat 

tcqaggtaC 
781 ccgaaaaacc tcaccaggtc ttgacatgct tttgcaaagc tgtagaaata 

caqtggaggt 
841 tatcagacgc acaggtggtg catggttgtc gtcagctcgt gtcgtgagat 

gttgggttaa 
901 gtcccgcaac gagcgcaacc cttgttgtta attgccatca ttaagttggg 

qactttagca 
961 agactgccaa tgataaattg gaggaggtgg ggacgacgtc aaatcatcat 

ccccttatg 
1021 acccgggcta caaacgtgat acaatggctg ttacaaaggg tagctaaagc 

gt aagct t ct 
1081 ggcgaatctc aaaaaagcag tctcagttcg gattgaagtc tgcaactcga 

c t tca t gaag 
1141 ttggaatcgc tagtaatcgc gaatcagcat gtcgcggtga atacgttctc 

qgggtttgta 
1201 cgcaccgccc gtcaaaccac gaaagttggc aatacccaaa gctggtggcc 

t. aacttgagc 
1261 aatcaagaag gagccgtcta aggtagggtt gatgattggg gttaagtcgt 

aacaaqgtat 
1321 ccctaccgga aggtggggat ggatcacctc ctttctaagq ataaagttat 

caLcttcagt 
1381 tttgagagac ttaagaaagt ttttcatttt taagattcgg gcctatagct 

uagCtggtta 
1441 gagcacacgc ctgataagtg tgaggtcggt ggttcaagtc catttaggcc 

caccaaaata 

1501 qqtcacatct taaaaaagct ctttgaaagg tagataaaca aagg 

Actividad 3.4 

Se estableció en invernadero un bloque de plantas infectadas con los aislados virales y de 
fitoplasmas secuenciados en las actividades anteriores. Se mantendrán en colección para 
poder tener fácil acceso a estos patógenos para eventuales futuros trabajos. 

Actividad 4.1 

Costo de las técnicas de detección 

Los valores que se expresan a continuación se refieren al costo por muestra y por un 
patógeno.
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!Peni(a FL!4 fdpipeci/,n Virus) 

Item de costo Costo en $ 
Reactivos 3.310 
Personal 590 
Gasto de administración 952 
Uso de infraestructura, mantenimiento 
equipos, gastos básicos 230 

TOTAL 5.082 

Técnica RT-PCR (deiección virus) 
-	 Item de costo Costo en $ 

Reactivos 7.427 
Personal 6.875 
Gasto de administración 4.930 
Uso de infraestructura, mantenimiento 
equipos, gastos básicos 1.342 

TOTAL 20.574 

Técnica Nested-PCR (detección fitonlasmas) 
Item de costo Costo en $ 

Reactivos 7.067 
Personal 6.875 
Gasto de administración 7.140 
Uso de infraestructura, mantenimiento 
equipos, gastos básicos 1.342 

TOTAL 22.424

Especificidad y sensibilidad de las técnicas de detección 

Especificidad 
En todos los ensayos realizados, tanto para la técnica ELISA como para RT-PCR no se han 
observado reacciones cruzadas.
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Figura 2. Ensayo de sensibilidad para GLRaV-1 
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Sensibilidad 

1. Resultados ensayos con la técnica ELISA 

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

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

En todos los anteriores ensayos la absorbancia de los controles negativos no supera en 
promedio el valor de O. 100 nrn.
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Los valores de absorbancia observados en las diferentes muestras de un mismo ensayo 
dependen de la concentración del virus en cada muestra utilizada. Donde hay más partículas 
virales, los valores de absorbancia son más altos. 

En el caso de figura 1 y figura 3 los valores de absorbancia de las muestras 2359 y 2337 
(GFLV) y 2476 (GLRaV-2) a la dilución de 1/5 no logran el doble del control negativo. Por 
lo tanto el umbral de detección es de 1/1. Con GLRaV-1 (figura 2) lo anterior ocurre con la 
muestra 206 a la dilución 1/10, por lo tanto el umbral de detección es de 115. Con GLRaV-3 
(figura 4) y GVA (figura 5) las respectivas muestras 2482 y 2361 no alcanzan el valor 
doble de absorbancia del control negativo, y de consecuencia el umbral de detección de 
1/10. GFkV es el kit que presenta el mejor umbral de detección que corresponde a la 
dilución 1/20 (figura 6).
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2. Resultados ensayos con la técnica RT-PCR 

Cuadro 6. Ensayo de sensibilidad nara los diferentes virus 
CJFLV 111 115 1110 1115 1/20 1130 1/40 1/50 1/100 1/200 11300 1/500 

2336 
2337 
2359

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

- 
+ 
-

- 
- 
-

- 
- 
- 

CLRaV-2 1/1 115 1/10 1115 1120 1130 1/40 1150 1/100 11200 11300 1/500 
2356 
2476 
2484

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

-1- 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

-

+ 

- 

-

- 

- 

- 

CJVA 111 1/5 1110 1115 1/20 1130 1140 1150 1/100 11200 11300 11500 
203 
2361 
2482

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
- 
-

+ 
- 
-

- 
- 
- 

GLRaV-1 111 115 1/10 1115 1/20 1130 1/40 1/50 1/100 1/200 1/300 11500 
203 
206 
2357

-i- 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
-1-

+ 

+ 

+

+ 

+ 

+

+ 

+ 

-1-

+ 

+ 

--

+ 

+ 

+

- 

- 

+

- 

- 

+

- 

- 

- 

CLRaV-3 1/1 1/5 1/10 1115 1120 1130 1/40 1/50 11100 11200 11300 11500 
2360 
2483 
2482

+ 
+ 
--

+ 
+ 
+

+ 
± 
+

+ 
+ 
+

+ 
± 
+

+ 
+ 
-

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
- 
+

+ 
- 
+ 

GFkV 1/1 1/5 1/10 1115 1/20 1130 1/40 1150 1/100 1/200 11300 1/500 
203 
2482 
2484

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
+ 
--

+ 
+ 
+

+ 
+ 
+

+ 
- 
+

- 
- 
-

- 
- 
-

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

Mejor época de muestreo 

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

Actividad 5.1 
Se capturaron insectos tanto en vid como en plantas de especies diferentes (generalmente 
malezas) presentes en los viñedos o alrededor de ellos. En el cuadro 10 se detalla la 
cantidad de insectos recolectados durante los dos años de duración del proyecto de alargue. 

Ciiirn lA Nómprn ¡Ip inqpetnq (1IIP cíe. ciintiir ron en las reg iones de muestreo. 

Región Número de insectos 

V 174 
VI 50 
VII 94 
RM 191 

Total 509

Actividad 5.2 
La observación a la lupa de los insectos capturados, ha permitido separarlos en 18 grupos 
morfológicos, sobre la base de conformación y dibujos presentes en la superficie del cuerpo 
del insecto. Al interior de cada grupo se han podido separar los machos de las hembras en 
cuanto estas últimas poseen, al final del abdomen (último unte) las espadas ó térebras que 
sirven para la ovodeposición en los tejidos vegetales (Figura 7 y 8). 
Los insectos recolectados con trampas se han dañados de forma tal que no ha sido posible 
realizar una caracterización de los mismos. Para obviar a este problema se prefirió utilizar 
las redes entomológicas.
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Figura 7. Insecto macho. 

a 

Figura 8. Insecto hembra. 

pI ._;
-O 
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Actividad 5.3 
El número de insectos analizados para fitoplasmas es inferior a aquellos capturados, en 
cuanto varios se enviaron a Italia para la caracterización. 
El nested-PCR ha funcionado bien también para análisis en insectos. No ha habido ningún 
problema también con los insectos capturado con las trampas. 
Detalles se encuentran en el cuadro II. 

CiiIr 11 RiiItdtw nIik neted-PCR en I9nunstinns nnr región 

Región Número de insectos 
analizados

Número de insectos 
positivos

Porcentaje de 
positivos 

V 141 16 11,3% 
VI 42 6 14,3% 
VII 87 10 11,5% 
RM 168 9 5,4% 

Total 438 insectos 41 insectos 9,4%

Actividad 5.4 

Caracterización de langostinos asociados a viñedos 
Utilizando la clave de identificación simplificada de los hemípteros Auchenorrhyncha que 
ha sido elaborada por el Dr. Alberto Alma, ha sido posible agrupar algunos insectos en la 
Familia Cicadellidae, Subfam II ias Deltocephalinae, Agallinae, Cicadellinae. 
Dorycephalinae y Typhlocybinae. Otros insectos han sido identificados como 
pertenecientes a las Familias Delphacidae y Cixiidae. 
Para los Deltocephalinae y Agallinae ha sido posible aclarar el género y especie de algunos 
insectos capturados. El Dr. Alberto Alma está realizando la determinación de la especie de 
los insectos recolectados. 
Otros insectos han sido capturados utilizando trampas pegajosa que han dañado los insectos 
y por lo tanto con ellos se ha podido realizar solamente el análisis para fitoplasmas sn 
poderlo ccaracterizar. 
En el cuadro 12 se especifica lugar de recolección y agrupación de los insectos capturados.
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Ci.Irn 17 Chiifi&'winn de ms insettns y reøión de cantura.

Insectos
Número de insectos 

capturados por 
region  

Total 

VII VI VRM 
1) Familia Cicadellidae  

a) Subfamilia Deltocephalinae  
-clasificación ¡completa 45 29 47 60 181 
-ninfas 1 2 3 - 6 
-Género y especie  

Euscelis ó Euscelidius sp. 1 1 2 
Circu1fer sp. - 1 - 1 
Amplicephalus sp. 1 - - 2 3 
Amplicephalus curtulus 25 17 37 15 94 

b) Subfamilia Aga!linae  
-ninfas 3 - 1 - 4 

-Género y especie - 
Anaceratagal/ia laevis 5 4 11 20 

c) Subfamilia Typhlocybinae  
-ninfas clasificación incompleta - 15 - 15 
-adultos clasificación incompleta - 49 1 50 

d) Subfamilia Cicadellinae  
-adultos clasificación incompleta - 1 - 1 

e) Subfamitia Dorycephalinae  
-adultos clasificación incompleta 1 - 2 - 3 

2) Familia Delphacidae  
-ninfas clasificación incompleta - 1 - - 1 
-adultos clasificación incompleta 2 - 3 3 8 

3) Familia Cixiidae  
-adultos clasificación incompleta - 1 - 1 

4) Insectos no clasificados desde trampas 8 - 5 91 104 

5) Ninfas no clasificadas 3 - 5 7 15 

Total 94 50 174 191 509
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('araclerización dejitoplasmas encontrados en langostinos asociados a viñedos 
De los langostinos que han sido analizados en Chile (véase tabla II) 41 han dado resultado 
positivo para fitoplasmas. Para algunos de estos se realizó la restricción enzimática (RFLP) 
y se secuenció el producto de amplificación con el fin de determinar a cual grupo y 
subgrupo de fitoplasmas pertenecen. De los insectos Deltocephalinae, por los cuales se está 
todavía realizando la caracterización para conocer género y especie, seis resultaron 
infectados por el subgrupo ribosomal 16Srlll-J, tres por el I6SrVII-A, uno por el I6SrXII-
A y otro por el grupo 1 6Srll. Con el Amplicephalus curtulus, también perteneciente a la 
suhfamilia Deltocephalinae, se han encontrado cinco individuos infectados por el 
íitoplasmas 16SrI-B, otros cinco por el I6SrXII-A y uno con infección mixta con los dos 
ítoplasmas mencionados. Finalmente el Cixiidae resultó positivo al 16Srl-B y la ninfa de 
A naceratagallia laevis al 1 6Srl 1 1-J (ver cuadro 13). 
Se adjuntan fotos de los insectos encontrados que estimamos potenciales vectores de 
fitoplasmas (Figuras 9, lO, II y 12).
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í'iiu1rn 13 FitnnIsmsis encnntradns en insectos. 

Código insecto ('lanificación Región de recolección Resultado RFLP Resultado secuencia Tipo de f.Ioplasma 
52 /h/locejia/mae VII ud. ud. n.d 
53 I)e/:o.ep/iahna VII ud. n.d. ud. 
57 VII n d. ud. u d. 
60 I)el:q'hahn.s VII 1 6Srl 11-1 1 6S1 II X-disease group 
61 ,lmpiwep,5uliiivurru)u.ç VII n.d n4. ud 
67 ..Irn1heqrha1u.s sp. VII ud. ud. u.d 
68 .4mj/ke'ph1:n eurruIu. VII ud. ud. ud. 
78 I)r'Irsephahnze VII I6SrI1 ud. Peanut witches' broom group 
lOO I)ellrcephiilinae VII I6SrIII-J ud. X-disense group 
121 Dr'Iwrephci/rnae y I6SrXII-A n.d. Solbur group 
132 1kI:oc'phalwas' V I6SrIII-J ud. X-discasc UEOUI) 

175 /.)drephslsnae V I6SrIII-J n.d. Xdisease group -
179 Amplicphulu.n cunulus V I6SrXII-A n.d. Stolbur group 
185 ArnpIu-r'píiaIu	 .urfulun V ud. ud. n.d 
202 Arnplu-ep/wlus curru/u.s V (SrI-13 ud. Aster ycllows group 
209 A,npliephalus curtulus y I(,SrXII-A n.d. Siolbur group 

211 Arnpltct'phoIto cur:ulu.r y
I(SrXII-A y 

ltrSrI-H ud. Stolbur group y Astcr vellows -  groups 
213 Amplie-ephulus r'urruIus y n.d ud. 
216 Amplipha1us curta/us V 1 6SrI-B ud. Aster yellows group 
219 (ixndae V I6SrI-Li ud. Asteryellowsgroup 
220 Amphcephaíu.s curtuht.s y 16SrXlI-A ud. Stolbur group 
223 Amphrepha/wn ('urluhLr y I6SrXII-A ud. Siolbur group 
224 Amphqrhu/us r-urguIu. V u d ud. nd. 
226 .-Irnpl:c.phoiu.i curo,! SS V I(,SrXII-A ud. Stolbur group 
264 .4mplscepholus ,z:rrulus RJsl It.SrI-B n.d Aster yellows group 
265 Arnpl:-epha1u.s cures/ns RM I6Srl-B n.d Aster yellows group 
266 tmp/cccphuISS cures/ns RM I6SrF-B n.d Aster yellows group 
284 Ddphuccdae RM n.d ud ud 
324 Delvocepholinae RM n.d n.d n.d 

325 Dellocephalinae RM n.d n.d n.d 

329 Ddrocephohnae RM n.d n.d n.d 

379 Deleocep/io!inae y n.d. n.d. ud. 

399
Ninfa de 

Anacerwugc,/l,u /cierls
VII ud. I6Sr1I1 X-disease group 

499 i)dIorephaliiuit VI ud. ud. ud. 

500 J.)e/wcepha/mae VI I6SrVII-A I6SrVII Ash yellows group 

504 L)drocephahnae VI n.d. I6SrVII Ash yellows group 

507 DcJtocepha/iuw VI 16SrII1-3 16Sr1II X-disease group 

510 I)eliocepha/inae VI l6SrlIl-) I6SrIII X-dtsease group 

514 Deltocephalsnue VI n.d. 1 6SrVII Ash yellows group 

543 No clasificado RM ud. 1	 n.d n.d. 

544 No clasificado RM n.d. n.d ud.

n.d.: no determinado
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Figura 9. Adulto de Amplicephalus curtulus 
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Figura 1 1. A dulto de I)eIií'p/uiliiitze 
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Figura 12. Adulto de civiidae 
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Actividad 6.1 
Se recolectaron plantas de especies diferentes (generalmente malezas) presentes en los 
viñedos o alrededor de ellos. En el cuadro 14 se detalla la cantidad de plantas recolectadas 
durante los dos años de duración del proyecto de alargue. 

U.iidrn 14 Número de nlantas recolectadas en las regiones de muestreo. 

Región Número de plantas recolectadas en cada región 

V 36 
VI 6 
VII 21 
RM 26 

Total 89 

Actividad 6.2 
La observación de las plantas recolectadas, ha permitido separarlas en 26 grupos 
morfológicos, de los cuales solo 19 han sido caracterizadas como especie (véase el cuadro 
número 16). 

Actividad 6.3 
El total de plantas asociadas a viñedos, positivas a fitoplasmas se encuentra en el cuadro 1 5, 
y en el cuadro 17 se detallan las especies infectadas. Las que resultaron positivas a 
Ci toplasmas son: doce Convolvu/us arvensis L., dos Polygonum aviculare L., una Galega 
(?ttkinalis Ly una maleza no caracterizada. 

Cuadro l. Resultados análisis nested-PCR en niantas asociadas a viñedos.

Región Número de plantas 
analizadas

Número de plantas 
positivas

Porcentaje de 
positivos 

V 36 9
-

25% 
VI 6 2 33% 
VII 21 0 0% 
RM 1	 26 1	 5 1	 19% 

Totali 89
1	

16 1	 18%
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Actividad 6.4 

Caracterización de plantas asociadas a viñedos 
Utilizando los manuales de reconocimiento de malezas indicados anteriormente y con la 
asesoría de la profesora Verónica Días, ha sido posible reconocer las especies más comunes 
asociadas a los viñedos visitados. Además se ha recolectado muestras de Espino con 
"Escoba de bruja" para analizar y definir si los síntomas observados se deben a presencia 
de fitoplasmas. 

Cuadro 16. Nombre de las esnecies de olantas y región de recolección.

Especie
Número de plantas 

recolectadas por 
región_ 

Total 

Nombre botánico Nombre común VII VI V RM 
convolvulz.is arvensis L. Correhuela 6 3 13 7 29 
Polvgonum aviculare L. Sanguinaria ó pasto del pollo 3 l 6 6 16 
Galega officinalis L. Galega - - - l 1 
Brassica rapa L. Yuyo - - 2 3 5 
Malva nicaensis AH. Malva 3 - 1 3 7 
Taraxacum oJflcinale Weber Diente de león ó lechuguilla 3 - - - 3 
Trifolium repens L. Trebol blanco 1 1 - - 2 
Portulaca oleracea L. Verdolaga 1 - - - 
Galium aparine L. Lengua de gato - - 1 - 
Erodium cicuíarium L. Alfilerillo - - 4 1 5 
Senecio vulgaris L. Senecto - - - l 
Fumaria o/flcinalis L. Fumaria óHierba de la culebra - - - 2 2 
Baccharispingraea DC. Chilguilla - - 1 - 
C'crastium arvensis (L.) 
Scop.  

Cerastium - - 1 - 

Sic//aria media (L.) vi] l. Quilloi-guilloi - - l - 
Modiola caro/iniana (L.) G. 
Don  

Falsa frutilla 2 - - - 2 

Medicago sativa L. A ¡fa¡ fa - 1 - - 
Madia saliva Mol. Melosa - - - 1 
Acacia caven (Mol.) Mol. Espino - 2 1 3 
No clasificadas 2 - 4 - 6 

Total 21 6 36 26 89
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('araclerización de fi/op/asmas encontrados en plantas asociadas a viñedos 
De las plantas analizadas, 16 han dado resultado positivo para fitoplasmas. Para algunos de 
estos positivos se realizó la restricción enzimática (RFLP) y se secuenció el producto de 
amplificación con el fin de determinar a cual grupo y subgrupo de fitoplasmas pertenecen. 
De los Convolvulus arvensis L., uno resultó positivo al fitoplasma 16SrVll-A y otro al 
16SrlII-J. En un Polygonum aviculare L. se determinó la presencia de una infección mixta 
con l6SrI-B y I6SrVII-A. La Galega officina/is L resultó estar infectada por el I6SrVII-A 
y finalmente la maleza no clasificada es positiva al 16Srlll-J (ver cuadro 17). 
Se adjuntan fotos de las tres malezas que pueden ser reservorio de fitoplasmas en los 
viñedos (Figuras 13. 14  15). 

Uiit1rn 17 FitnnIms encontrados en niantas asociadas a viñedos. 

Código maleza Especie botánica Región de 
recolección Resultado RFLP Resultado 

 secuencia Tipo de litoplasma 

119 ('o,wolvulw. arvtnsis L. y ud. nd ud. 
23 Convolmiusarrens:sL. y ud. ud. nd. 
53 (omoh'idu. ar,enç,s L. VI ud. n.d ¡id 

154 ('onvo/vu)ur urvensiu L. VI n.d. ud. ud. 
155 Cunu'u1'ulus arrenç,s L. y ud, n.d n.d. 
158 ('onvolrulus an'nsis L V ud. nd. ud. 

159 ('onpolvuluç arvensis 1.. RM ud. I6SrVII Ash yellows group 

160 (onvolvulus arvenscç L. RM  ud. n.d. 

161 (Jalegaofficinahs L. RM I6SrVII-A I6SrVII Ash yellows group 

162 (onvolvulus arven.çi.y L. RM ud. ud. ud. 

163 Poivgvnum av,culare L. RM l6SrI-B y VII-A I6Sr-V11
Aster y 

Ash ycltows groups 

234 No clasificada V o d l6Srllt X-diseasc group 

235 ('onrolru/us aru'ens,x L. V ud. 1 6Srl II X-discasc group 

259 (onvolu'ulusarveflsls L y ud. ud. ud. 

261 (onvo/vulus arr ens,s L y ud. n.d. ud. 

262 Po! vgonwn arucu/are L. V ud. n.d. ud.

n.d.: no disponible

56 



Figura 13. (o,iriIvuIu.s ari'eniç L. 
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Figura 15. Galeaa officinalis L. -	 a 
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S.	 ANÁLISIS ECONÓMICO 
Véase cuadro 18 y supuesto del análisis económico en anexo. 

6. IMPACTOS Y LOGROS DEL PROYECTO 

Iii proyecto ha sido de gran interés para los productores de uva vinífera y de mesa en todos 
los lugares muestreados, porqué se contribuyó a clarificar la etiología de ciertos desordenes 
(ej: falta de color en producción de uva de mesa y amarilleces del follaje). Además ha 
demostrado que los langostinos, a pesar de no ser causa de daño directo para las vides, 
están abundantemente presentes en los viñedos y representan, junto con las malezas, un 
importante medio de diseminación de fitoplasmas. 

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

El haber desarrollado las técnicas de diagnóstico con el presente proyecto, ha permitido al 
grupo de trabajo poder participar en la postulación y adjudicación de un proyecto 
financiado por el Fondo de Desarrollo e Innovación INNOVA CORFO en la III región del 
país. Se trata del proyecto "Incremento de la productividad en parronales de la tercera 
región a través de un mejoramiento sanitario del sistema radical y de la prevención de 
infecciones por virus y fitoplasmas". código 05CR 11 IAT-07. Esto permitirá derivar los 
beneficios generados por el presente proyecto también a la tercera región. 

7. PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE EL PROYECTO 

En general se ha logrado desarrollar con éxito las actividades programadas. 
Sin embargo no ha sido posible encontrar nematodos positivos a ToRSV en suelos 
plantados con vides. Además, según las últimas investigaciones realizadas, tampoco se 
encontraron vides positivas al virus antes mencionado. 
A pesar de esto se pudo poner a punto la técnica de diagnóstico para el ToRSV, utilizando 
material vegetal infectado de ciruelo y nematodos (Xamericanum s.l.) extraídos desde 
suelos con ciruelos positivos al virus. 
Tampoco ha sido posible encontrar plantas de vid positivas a SLRV. También para este 
caso se pudo poner a punto la técnica de RT-PCR, utilizando material vegetal infectado de 
durazno positivo al virus. 
La caracterización de los insectos no ha sido simple, en cuanto no se dispone de suficiente 
información sobre los langostinos presentes en Sudamérica y en especial en Chile. Esto ha 
significado un atraso en la clasificación, que todavía no está completa. De toda manera el 
Dr. Alberto Alma sigue en su labor de clasificación aunque los resultados completo se 
obtendrán más allá de la duración del proyecto y serán disponibles para un eventual trabajo 
de investigación que se entregará a FIA una vez publicado.
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O

8	 OTROS ASPECTOS DE INTERÉS 

Se entregaron personalmente los resultados de los análisis realizados en vides a los 
administradores yio gerentes de los principales predios muestreados, haciéndose los 
comentarios pertinentes para cada situación. 

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

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

9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Con el desarrollo de la técnica ELISA se ha logrado establecer la condición sanitaria de las 
plantas de los predios muestreados con respecto a los virus investigados. 
Se ha determinado la presencia de GFLV, G1RaV-1, 2, 3, GFkV, GVA y GVB. 
En ningún caso se ha encontrado SLRV, ToRSV. ArMV ha sido detectado por ELISA en 
algunas muestras, presentando una señal muy débil. Así que en este caso se ha realizado un 
análisis confirmatorio con RT-PCR, cuyo resultado ha sido negativo. Por lo tanto, se puede 
concluir que SLRV, ToRSV y ArMV no son de importancia para la vid en Chile. 
Ha sido posible distinguir dentro de los 'leafroll" la presencia de las especies 1, 2 y 3. 
Han sido detectados por primera vez en Chile los virus GFkV y GVB. 

Con el desarrollo de la técnica RT-PCR ha sido posible confirmar los resultados obtenidos 
con ELISA y además se han podido encontrar los virus GRSPaV y G1-RaV-2 RG (antes 
denominado GRSLaV) por primera vez en las vides chilenas. 

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

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

Se ha desarrollado la técnica ELISA y RT-PCR en nematodos para detectar GFLV y 
ToRSV. Más sensible ha resultado la RT-PCR con respecto a ELISA. Para GFLV ambas 
técnicas han funcionado. Mientras para ToRSV solo ha sido posible la detección con RT-
PC R. 
Las pruebas para ToRSV se han realizados utilizando nematodos extraídos desde suelo con 
ciruelos positivos al virus, no encontrándose vides infectadas con ToRSV. 
Esta herramienta permite establecer si los nematodos presentes en el suelo son infectivos, 
ayudando así a completar las informaciones para una mejor toma de decisión. 

Los resultados de los análisis de fitoplasmas ponen en evidencia una situación preocupante. 
Se observan porcentajes de infección altos, a pesar de la dificultad de detectar estos 
patógenos en plantas debido a su baja concentración. En su mayoría las que se analizaron 
fueron plantas sintomáticas, por lo tanto los datos obtenidos no definen la incidencia de los 
fitoplamas en los viñedos y patronales de Chile. Si embargo en algunos sitios muestreados 
las plantas positivas a fitoplasmas han sido más del 50%, lo que indica una situación de 
epidemia. 

1-la sido posible determinar la presencia de fitoplasmas pertenecientes al grupo l6srl 
subgrupos B y C en algunas de las vides analizadas, siendo este el primer informe sobre la 
caracterización de estos fitopatógenos en Vi/ls vinifera L. en Chile. 
La información relativa a la identificación del subgrupo de fitoplasmas ha sido posible 
gracias a la colaboración con la Doctora Assunta Bertaccini de la Universidad de Bologna, 
Italia. 

Cabe destacar que también se encontró el fitoplasma asociado a la enfermedad epidémica 
llamada madera negra" (Bois noir), subgrupo ribosomal I6SrXII-A; el subgrupo I6SrIlI-J 
y se identificó por primera vez en vid a nivel mundial el subgrupo 16SrVIl-A. 
Estos antecedentes son de gran importancia para empezar a entender el origen de algunas 
sintomatologías -observadas en viñas y parronales chilenos- de las cuales no se conocen los 
factores desencadenantes. 

El trabajo de caracterización y análisis de fitoplasmas para insectos Auchenorrhyncha y 
malezas presentes en viñedos, ha dado valiosas informaciones sobre la modalidad de 
diseminación de estos patógenos. El insecto Aplieephalus curtulus es muy común en los 
viñedos chilenos y probablemente se definirá como un nuevo vector de los fitoplasmas 
pertenecientes a los grupos Stolbur (16SrXll-A) y Aster yellows (16Srl-B y C). Una vez 
caracterizadas las otras Dellocepha/inae, será posible determinar cuales especies serían las 
más comunes en Chile como vectores de fitoplasmas pertenecientes a los grupos Ash 
yellows (16SrVll-A) y X-disease (16SrIIl-J).
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Sin embargo, es importante establecer la eficiencia de transmisión de los langostinos 
positivos a fitoplasmas, a través de ensayos de invernadero. Pero para esto es 
imprescindible disponer de ulteriores financiamientos. 
Parecen ser un importante reservorio de fitoplasmas las malezas Correhuela (Convolvulus 
arvensis L.), Sanguinaria ó pasto del pollo (Polvgonum aviculare L.) y Galega (Galega 
oflicinalis L.). Las primeras dos muy comunes en viñedos chilenos. 

Se determinó la mejor época de muestreo para la detección de cuatro virus. Los resultados 
obtenidos con este ensayo permitieron poder elegir el mejor tejido vegetal a muestrear en 
relación al virus y al período del año en que se necesite realizar los análisis. Para la 
detección de todos los virus, desde brotación hasta que estén disponibles los sarmientos 
verdes, es aconsejable realizar los análisis utilizando la RT-PCR tanto en brotes como en 
hojas no completamente desarrolladas. En períodos sucesivos se puede realizar una ELISA 
utilizando los sarmientos verdes y lignificados. 
La RT-PCR confirmó ser la técnica más sensible respecto a ELISA cuando la carga vira¡ es 
baja (durante brotación), sin embargo su eficiencia disminuye en la medida que aumentan 
en la planta los azúcares y polifenoles, inhibidores de la enzima polimerasa. 
Para todos los virus, el tejido más reactivo (100% de resultados positivos), tanto con ELISA 
como con RT-PCR, es el floema procedente de sarmientos lignificados. 
Con la técnica ELISA se obtienen buenos resultados también con los sarmientos verdes. De 
toda manera en los meses en que se encuentran contemporáneamente en la planta 
sarmientos verdes y lignificados, estos últimos resultan ser los más sensible. Además, los 
sarmientos lignificados están disponibles para el muestreo por un mayor número de meses 
durante el año incluyendo julio y agosto. 
Los protocolos de análisis utilizados en nuestro laboratorio para realizar este ensayo 
permitieron la detección de GFLV y GFkV con ELISA durante los 12 meses con un éxito 
del 96 y 97% respectivamente, mientras el valor más alto obtenido con RT-PCR 
correspondió a GVA con el 91%. 

Se ha podido constatar que las diferentes enzimas utilizadas para la realización de la PCR 
hacen que los costos totales de los reactivos aumenten considerablemente con esta técnica. 
Además, para la realización de la PCR se necesita de más espacio en el laboratorio y un 
mayor número de equipos cuyo mantenimiento es caro. 
Los costos del personal y de administración resultan más altos con la PCR porque es menor 
el número de muestras que se pueden procesar en una unidad de tiempo. Por ejemplo, en el 
caso del personal de laboratorio, si se consideran tres personas trabajando jornada 
completa, es posible procesar 400 muestras al mes con ELISA y 240 con PCR, en este 
último caso tanto para la detección de virus como para fitoplasmas. 

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

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

•	 sensibilidad mucho más alta COfl respecto a los otros. 
.	 Se confirma la mayor sensibilidad de RT-PCR con respecto a ELISA. Es de tomar en 

cuenta este dato cuando se quiera aconsejar una técnica de detección en los programas de 
•	 selección sanitaria y certificación. 

Se obtuvo la secuencia del amplicon de GLRaV-2 (tamaño de 332 hp) y de G1-RaV-2 RU 
(tamaño de 266 bp). Sucesivamente se alinearon estas secuencias con las presentes en el 
UenBank para la comparación. El G1-RaV-2 se alineó con dos secuencias del GenBank 
presentando una similitud del 98% en ambos casos. G1-RaV-2 RG se alineó con la única 
secuencia presente en GenBank con una similitud del 95%. Estos resultados confirman que 
los dos aislados chilenos corresponden a los virus antes mencionados. La mayor 
variabilidad del GLRaV-2 RU depende en larga parte por los errores ocurridos en fase de 
secuencias y que corresponden al 4% del fragmento secuenciado. 

Se obtuvieron también las secuencias de los amplicones de los fitoplasmas denominados 
Chile 1 (tamaño de 1141 bp), Chile VII (1232 bp), Chile a (1542 bp) y Chile b (1544 bp). 
Se realizó el alineamiento de estas con aquellas secuencias presentes en el GenBank. 

Chile 1 se alineó con diferentes secuencias del GenBank presentando en todos los casos una 
similitud del 99%. Estos resultados confirman que el aislado chileno de fitoplasma es un 
"aster yellows", grupo 1, subgrupo B (16SrI-B). 

Chile Vil se alineó con diferentes secuencias presentando alta similitud con aislados de ash 
yellows (grupo VII). Con la secuencia AY034608 (fitoplasma I6SrVII-B) presentó una 
similitud de 98%, mientras con la secuencia AF092209 (fitoplasma 16SrVll-A) presentó 
una similitud de 99%. Esto significa que el aislado chileno es un "ash yellows" y 
corresponde al grupo VII. subgrupo A. 

Chile "a" se alineó con diferentes secuencias presentando alta similitud con aislados de 
"stolbur" (grupo XII). Con la secuencia AJ964960 (fitoplasma l6SrXll-A) presentó una 
similitud del 98%, sin embargo al aislado chileno faltan 14 bp en la región intergénica, esto 
permite colocarlo en el grupo XII, sin pero poder asignarle a un subgrupo. Ulteriores 
estudios son necesarios para establecer si se trata de un nuevo subgrupo. 

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

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

Tanto el seminario internacional, las charlas técnicas, los día de campo, como también la 
participación a los congresos nacionales e internacionales y las publicaciones, han 
permitido dar a conocer el trabajo realizado en el marco del proyecto FIA. Además han 
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permitido consolidar, tanto a nivel nacional como internacional, el grupo de trabajo en 
enfermedades producidas por virus y fitoplasmas en vid de la Facultad de Ciencias 
Agronómicas de la Universidad de Chile. 

La presencia de virus y fitoplasmas en las vides chilenas representa una seria amenaza para 
el cultivo. Además, en los mismos viñedos hemos también encontrado malezas y 
langostinos infectados por fitoplasmas, aumentado así el riesgo de diseminación de estos 
patógenos. 
La detección es el primer paso para tomar conciencia de la situación y así evitar futuros 
problemas. Se recuerda que en el caso de virus y fitoplasmas la prevención es la única 
medida de control a tomar. 

IV. INFORME DE DIFUSIÓN 

Se hace referencia a las actividades 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, 75 y 7.6 

Organización de tres Charlas Técnicas 

Junto con el informe N° 4 se entregó la información y el material relativos a la realización 
de la primera charla técnica, en la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de 
Chile. 

Junto con el informe N° 6 se entregó la información y el material relativos a la realización 
de la segunda charla técnica, en el Campus Limarí de la Universidad de La Serena. 

La tercera "Charla Técnica" se organizó en conjunto con el segundo "Día de Campo". Esto 
permitió realizar un evento en el cual se unieron aspectos teóricos y demostrativos relativos 
las actividades desarrolladas a lo largo del proyecto de alargue. 
El titulo del evento fue: "Fitoplasmas en vid: aspectos epidemiológicos". Se realizó con 
fecha 30 de mayo de 2007 en la Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronómicas, 
Salón Video Conferencia Campus Sur de la biblioteca Ruy Barbosa y laboratorios de 
Certificación Frutal y Fitovirología (véase en anexo "Actividades de Difusión" el programa 
de la actividad y copia de las presentaciones). 
La finalidad del evento era informar a productores, viveristas, investigadores y técnicos del 
rubro vitivinícola de los avances del proyecto de alargue. 
Los asistentes al evento fueron 33 (véase hojas de firmas en anexo "Actividades de 
Difusión"y algunas fotos del evento). 
La actividad ha sido exitosa cumpliendo plenamente con el objetivo planteado,
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Organización de un Seminario Internacional 

Junto con el informe N° 7 se entregó la información y el material relativos a la realización 
del Seminario Internacional del proyecto, cuyo titulo fue: "Situación actual de la vid en 
relación a virus, viroides y fitoplasmas". El evento se celebró en el centro de extensión Los 
Almendros, Camino La Pirámide 5625, Huechuraba, Santiago, el 5 y 6 de abril 2005. 
El evento se cofinanció a través del Programa de Captura y Difusión Tecnológica de HA. 
Mayores detalles sobre el Seminario Internacional se encuentran en el informe técnico final 
del Programa de Captura y Difusión Tecnológica (código FIA-CD-V-2005-l-A-004) que se 
presentó a FIA. 

Organización de un Día de Campo 

Junto con el informe N° 5 se entregó la información y el material relativos a la realización 
del Día de Campo, en la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile. 

('orno explicado anteriormente, el segundo "Día de Campo" se realizó en conjunto con la 
tercera "Charla Técnica". 

Participación a Congresos Nacionales 

Junto con el informe N° 3 se entregó la información y el material relativos a la presentación 
de cuatro trabajos. Tres de ellos se presentaron al XII Congreso de la Sociedad Chilena de 
Fitopatología (SOCHIFIT) y uno al 53° Congreso Agronómico de Chile. 

Junto con el informe N° 5 se entregó la información y el material relativos a la presentación 
de un trabajo al XIII Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatología (SOCI-IIFIT). 

Junto con el informe N° 7 se entregó la información y el material relativos a la presentación 
de dos trabajos al XIV Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatología (SOCI-IIFIT). 

Junto con el informe N° 8 se entregó la información y el material relativos a la presentación 
de un trabajo al XV Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatología (SOCHIFIT). 

El 5 y 6 de noviembre 2007 se participó en la II Reunión de Biología Vegetal, congreso 
celebrado en Santiago, en la Casa Central de la Universidad Católica de Chile. 
Se presentó el siguiente trabajo: "Grapevines yellows in Chile". 
Autores: Angela Gajardo, Simona Prodan, Samanta Paltrinieri, Simona Botti, Ana Maria 
Pino, Jaime Montealegre, Alan Zamorano, Assunta Bertaccini, Nicola Fiore. 
(Presentación formato Poster). 
Copias del resumen del trabajo antes mencionado y del póster se encuentran en el anexo 
Actividades de Difusión".
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Desde el 28 hasta el 30 de noviembre 2007 se participó en XVII Congreso de la Sociedad 
Chilena de Fitopatología (SOCHIFIT), celebrado en Concepción, en la Universidad de 
Concepción, Facultad de Ciencias Forestales y Centro de Biotecnología. 
Se presentó el siguiente trabajo: "Aspectos epidemiológicos de los fitoplasmas que afectan 
la vid (vitis spp.) en Chile". 
Autores: Alan Zamorano, Ana Maria Pino, Samanta Paltrinieri, Alberto Calan, Assunta 
Bertaccini, Alberto Alma, Jaime Montealegre, Jaime Araya, Nicola Fiore. 
(Ponencia realizada por Nicola Fiore). 

Copias del resumen del trabajo antes mencionado y de la presentación se encuentran en el 
anexo 'Actividades de Difusión". 

Participación a Congresos Internacionales 

En el informe N° 4 se entregó la información y el material relativos a la presentación de tres 
trabajos al 14th Meeting of Internacional Council fon the Study of Virus and Virus-Like 
Diseases of Grapevine (ICVG), celebrado en Locorotondo (Bar¡), Italia. 

En el informe N° 5 se entregó la información y el material relativos a la presentación de un 
trabajo al IX Congreso Latinoamericano de Viticultura y Enología, celebrado en Santiago, 
Chile. 

En el informe N° 7 se entregó la información y el material relativos a la presentación de un 
trabajo al XII Congreso Latinoamericano de Fitopatología (ALF)/llI Taller de la 
Asociación Argentina de Fitopatólogos, celebrado en Vila Carlos Paz, Córdoba, Argentina. 

En el informe N° 9 se entregó la información y el material relativos a la presentación de tres 
trabajos al l5' Meeting of Internacional Council for the Study of Virus and Virus-Like 
Diseases of Grapevine (ICVG), celebrado en Stellenbosch, Sudáfrica, del 3 hasta el 7 de 
abril del 2006. 

Desde el 12 hasta el 15 de noviembre 2007 se participó en el "First Internacional 
Phytoplasmology Working Group Meeting (IPWG)", celebrado en Bologna (Italia), en la 
tJniversitá di Bologna. 
Se presentó el siguiente trabajo: "Molecular characterization of phytoplasmas in Chilean 
grapevines". 
Autores: Nicola Fiore, Simona Prodan, Samanta Paltrinieri, Angela Gajardo, Simona Botti, 
Ana Maria Pino, Jaime Montealegre, Assunta Bertaccini. 
(Ponencia realizada por Nicola Fiore). 
Copias del resumen del trabajo antes mencionado y de la presentación se encuentran en el 
anexo "Actividades de Difusión".
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Publicaciones internacionales 

1) S. Prodan, J. Montealegre and N. Fiore (2003). Aetiology of decline in Thornpson 
Seedless grafted plants. Extended Abstract of 14 th Meeting of ICVG. Iocorotondo. 
Bar¡, Italia 2003, 142-143. 

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

3) S. Prodan, J. Montealegre, E. Aballay, A.M. Pino, P. Fernández, R. Reyes and N. 
Fiore (2003). Report of new vira¡ disease in chilean grapevines. Extended Abstrae! 
of 101 Meeting of ICVG, Locorotondo, flan, Italia 2003, 145 

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

4) A. Bertaccini, S. Paltrinieni, S. Botti, B. Duduk, N. Fiore, M. Kolber, D. Skoric, E. 
Torres, M. Conti (2006). Diversity of I6SrXII phytoplasmas detected in grapevine 
growing areas worldwide. Extended Abstract of 1 Sth 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 
hased on immunocapture and microarray technologies. Extended Abstract of l5th 
Meeting of ICVG, Stellenbosch, South Africa 2006, 1 1 8-1 19. 

6) M. Digiaro, N. Fiore, L. Tarricone, S. Prodan and T. Elbeaino (2006). Influence of 
viruses on ihe performance and quality of cv. Crimson Seedless. Extended Abstract 
of 1 Sth Meeting of ICVG, Stellenbosch, South Africa 2006, 186-188. 

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

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

Copia del trabajo se encuentra en el anexo "Actividades de Difusión". 

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

El artículo ha sido recibido por el editor el II de septiembre de 2007 y aceptado para 
publicación el 18 de octubre 2007. 
Copia de la versión aceptada por el editor se encuentra en el anexo "Actividades de 
Difusión". Cuando se publique se enviará copia a FIA.
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Publicaciones nacionales 

Resumenes 
En la revista Aconex N° 78 de Enero, Febrero y Marzo 2003, se publicó el resúmen 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 16Sr1 en vides chilenas. Aconex N° 78: S. 
Se adjunta copia en anexo Actividades de difusión" en informe N° 4. 

En la revista Simiente N° 72 de Julio-Diciembre 2002, se publicó el resúmen del trabajo 
presentado en 530 Congreso Agronómico de Chile: 
Fiore N., Montealegre J., Abailay E., Prodan S., Fernández 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 (34): 97. 
Se adjunta copia en informe N° 4. 

Fiore N.. Montealegre .1., Aballay E., Prodan S., Fernández P., Reyes R. y Pino, A.(2003). 
Nuevos reportes de enfermedades virales en vides chilenas. Fitopazologia Vol.38, N°2: 93. 
Se adjunta copia en informe N°5. 

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

Fiore N., Montealegre J., Prieto, H., Prodan S. (2003). Resultados preliminares sobre la 
etiología del decaimiento en plantas de uva de mesa injertadas. Fitopatologia Vol.38, N°2: 
101-102. 
Se adjunta copia en informe N° 5. 

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

Artículos 
En la Revista del Campo N° 1406 de El Mercurio del 23 de junio de 2003, se publicó un 
artículo 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 MERC'URJON° 1406: A 14-15. 
Se adjunta copia en anexo "Actividades de difusión" en informe N° 4. 

En la Revista del Campo, del diario El Mercurio, del 2 de agosto de 2004. N° 1464 ha sido 
publicado un artículo sobre parte de los resultados obtenidos con el presente proyecto. En 
particular en el artículo se presenta la situación actual sobre los fitoplasmas que afectan a la 
vid en Chile. 
Se adjunta copia en informe N° 6.
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II REUNION DE BIOLOGIA VEGETAL 
-6 Noviembre 2007 

rIEETtNG PROGRAM 

Monda y November 
5th 

MORNJING 

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

9 :45 - 10:110 Welcome (Rodrigo Gutiérrez) 

10:10-11:10 Seminar 
Dr. Pamela Creen. Delaware Biotechnology Institute. University of 
Delaware. "Elucidating the small RNA Cornponent of Plant 
Transcrip bules". 

Host: Dr. Rodrigo Gutiérrez 

11:10-11:30 Coffee break 

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

11:30 - 12:00 Dr. Hugo Peña, Universidad Técnica Federico Santa María. 
Co-relation of transcriptional profiles and metabolic profiles to 
characterize the development and ripening of grapevine berries. Hugo 
Peña-Cortés, Alvaro Cuadros, Fernando Dorta, Ingrid Ramírez, Simón Ruíz, 
Enrique González, Fernando Poblete, Camila Caldana, Patricio Giavalescco 
and Lothar Willniitzer. 

12:00 Felipe Aceituno, P. Universidad Católica de Chile. 
Microarrav data anal sis revcals gene body methylation is a key factor for 
regulation of gene expression in Arubidopsis t/,aliwuz. Felipe F. Aceituno and 
Rodrigo A. Gutiérrez 

12:15 Patricio Ramos. Universidad de Talca. 
Differential expression of genes involves in gra vitropic response of Pinus 
radiata D. Don. Ramos. P., Moya, M.. and Herrcra.R 

12:30 Loreto Prat, Universidad Andres Bello.
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5-6 Noviembre 2007 

Fxpression of aroma genes and accurnulation of volatife compounds in 
cultivated strawherrv (Fragaria x ananassa) and white strawherrv (Fragaria 
chiloeiisis) during ripening. Prat, L., Marchant, L., Maldonado, J.. Sanhueza, D., 
Agosin, E. and Silva, 1-1. 

12:45 Susana Rasniussen. Universidad Andres Bello. 
A lirst glance at the Eucal'ptzis globulus coid-activated regulatorv pathway. 
Erwin Krauskopf, Susana Rasrnussen-Pobtete. Pablo D.T. Valenzuela, Maria 
Cecilia Gamboa. 

13: 0()	 14:30 Lunch brcak 

f1onday November 5th 

AFTERNOON 

14:30— 15:30 Seminar 
Dr. Hugo K. Dooner. Waksman Institute & Department of Plant Biology, 
Rutgers University. "Genonie structure diversity aud mciotic 
recombinatjon jo maize". 

1 lost: Dr. Hernian Silva 

15:30 - 17:00 Session 2: Biocheniistry and Molecular Biology 
Chairs: Xavier Jordana and Michael Handford 

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

16:00 Ilannctz Roschzttardtz, P. Universidad Católica de Chile. 
Regulation of SDH2-3 expression in Arabidopsi.s 1/zuliana seeds. Binding studies 
of transcription factors to the promoter. Roschzttardtz, H., Vásquez, M., Gómez, 
1, Alonso, R., Vicente-Carbajosa, J., Araya, A., Jordana, X. 

16:15 Francisca Blanco, P. Universidad Católica de Chile. 
Glutaredoxin C9 as a model gene for the studv of the early response to salicv lic 
acid in Arabidopsis thaliana. NPRI dependence, pronloter analysis and 
pathogen infection response. Blanco F.. Herrera A, Cechinni N., Alvarez M, 
Laporte D. Holuigue L.

3
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5-6 Noviembre 2007 

16:30 Carlos Figueroa, Universidad de Talca. 
Differences ¡u softening rates of strawberrv fruits are related fo differential 
pectin metabolism. Figueroa, C.R., Rosli, H.G., Civello, P.M., Pimentel. P., 
Gaete-Eastman, C., Herrera, R., Caligari, P.D.S,, Moya-León, M.A. 

16:45 Nilo Mejia. Instituto de Investi gaciones Agropecuarias (INIA - La Platina) 
Positional candidate genes for seedlessness and berry weight in table grape. 
Nilo Mejia, Braulio Soto. Marcos Guerrero, Anne-Françoisc Adam-Biondon and 
Patricio l-Iinrichsen. 

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

Tuesday November 6  

MORNING

9:00-10:00 Seminar 
Dr. Nina Fedoroff. Evan Pu gh Proíessor of Biology and Willaman 
Professor of life Sciences. The Pennsylvania State University. Biologv 
Department and Huck Institutes of the Efe Sciences. "The role of the 
Arabidopsis HYL1 protein in miRNA processing". 

Host: Virginia Garretón 

10:00-11:30 Round Table 

Nationa! policy jor scien tijie and teclinological developm en!. 
The Biofuels case study 
Session Chair: Virginia Garretón 

10:00 10:30 Maria Olivia Recart, Subsecretaria Ministerio de 
Hacienda del Gobierno de Chile. 

10:30 - 11:00 Dr. Nina Fedoroff, Science and Techoology Advisor to the U.S. 
Secretary of the State, Condoleezza Rice. Biology Department and 
Huck Institutes, Penn State University. 

11:00 - 11:30	 Discusión. 

11:30:1 -1-00 Coffce break

4
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12:00-13:30 Session 3: CelI Biologv 
Chairs: Loreto Holuigue and Ariel Orellana. 

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

12:30 Dr. Gabriel León, Universidad Andrés Bello 
t*DP_Clucose transporters /ltUTrl and /ltUTr3 are partiallv redundant and 
essential for pollen dcv elopnient in Arabidopsis thaliu,za. Gabriel León, 
Francisca Reyes and Ariel Orellana 

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

13:00 Andrea Vega, P. Universidad Católica de Chile. 
Changes in gene expression in response to compatible siral infection in 
grapevine berries. Vega, A., Medina C., Arce-Johnson, P. 

13:15 Elena Vida!, P. Universidad Católica de Chile. 
Nitrate:auxin interaction in the developrnent of Arabidopsis ihaliana roots. 
Vidal, EA., Araus, V. and Gutiérrez, RA. 

13:30-15:00 Lunch break 

Tuesday November 6 

AFTE RNOON 

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

15:00 - 15:30 Dr. Luis Corcuera, Universidad de Concepción. "A 
phvsiological approach lo study the intriguing distribution of 
\'otop/zagus dombeyi and íVotophagus ,,itida ' Corcuera Li, Reyes-Díaz 
Nl. Piper F, Alberdi M, Bravo LA.
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15:30 Andrés Zurita. ('entro de Estudios Avanzados en Zonas Áridas - (TAZA. 
Assessment of salinity and boron toxicity on Arabidopsiç thaliwuz rool architecture: physiological responses and ex' ression of target genes. C. Saguas, 
C. Cornejo, A. Milla, M-I- Guillemin, K. Ruiz and A. Zurita. 

15:45 Pablo Zamora Universidad de Santiago de Chile 
Abiotic factors associated with the climate change and Iheir effect on the 
Descharnpsia antarctica biology. Pablo Zamora, Marcelo Ortega, Humberto 
Prieto, Gustavo E. Zúñiga. 

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

Evaluation for tolerance against Bot't1s cinerea in a population of fleid lunes 
of grapes cv. Thompson seedless geneticallv modified with antifungal genes. 
Alvaro Castro; Fernando Reyes], Blanca Olmedo; Catalina Alvarez; Marisol 
Muñoz; Mario Pastén; María Antonieta Reyes: Manuel Acuña: Eduardo Tapia: 
Carlos Muñoz: Patricio Hiririchsen; Paola Del[Ortoj; Mike Mo ynihani; Leonel 
Gonza!ez2; Humberto Prieto. 

16:15 Marcela Esterio, Universidad de Chile 
Molecular characterization of the genetic structure of Botrj'tis cinerea 
populations from table grapes (J/itis vinjfera L.) in Chile. Marcela Esterjo, Jaime 
Auger, Cecilia Ramos, M. José Araneda, G. Muñoz y M. Rosales. 

16:30 - 17:10 Organizational Session - LII Plant Biologv Nleeting 
Host: Organizing Cornrnittee. 
[Operi to all attendants] 

17:10 - 18:30 Poster Sessjon II 

18:30 - 20:00 \Ieeting Reception

6



GRAPE VINES YELLOWS IN CHILE 

Angela Cajardo', Simona Prodan', Samanta Paltrinieri 2, Simona Botti2, Ana Maria
Pino', Jaime Montealegre3, Alan Zamorano 1 , Assunta Bertaccini2, Nicola Fiore' 

/ Departamento de Producción Agrícola, Facultad de Ciencias Agronómicas, University qf 
Chile 

2 Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientali, Patologia vegetale, Alma Mater 
Studiorum-University of Bologna, Bologna, Ita/y 

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

Detection and identification of phytoplasmas associated with Chilean grapevines was 
performed. Symptomatic andlor asymptomatic grapevine plants were sampled and tested by 
nested PCR, that aliows the detection of phytoplasmas in 30 out of 91 samples. 
Identification by RFLP analyses assigned the detected phytoplasmas to I6Sr1-13, I6SrI-C, 
1 6SrVII-A and 16SrXII-A nbosomal subgroups. Cloning and sequencing selected isolates 
allow the detection of genetic variability in I6SrXII-A Chulean strains. 
The findmg of I6SrVII-A phytoplasmas is new for grapevine, while appear to be detected 
in different host species. Flavescence doree was not detected m Chilean grapevines. 
Infection with more than one type of phytoplasma is not uncommon m Chilean grapevines. 
Mixed infections between phytoplasmas and viruses frequently occur, that difficult the 
visual diagnosis. 
There is no evidence of epidemic spreading of yellows symptoms in the surveyed 
vineyards, nevertheless. future danger of 16SrXII-A epidemic spreading is not totally 
exciuded. Survey to verify the presence and identity of msect vector or potential vector and 
also possible herbaceous weed hosts plants, acting as reservoir of phytoplasmas, are in 
progress. 

This work was financ.ed by Fundación para la Innovación Agraria (HA), projcct BÍOT-
131D-P1-C-2001-1-A-01 3. 

('orresponding autor. N. Fiore 
Fax: +562 9785812 
E-iiiail : '	 ' uchi Ic.cl
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FORMULARIO DE INSCRIPCIÓN
DE TRABAJOS 

XVII CONGRESO DE LA SOCIEDAD CHILENA DE FITOPATOLOGÍA 
27 AL 30 DE NOVIEMBRE DE 2007 

FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES - UNIVERSIDAD DE CONCEPCIÓN


Resumen de Trabajo 

"ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DE LOS FITOPLASMAS QUE AFECTAN LA 
VID ( VITIS SPP.) EN CHILE" 

'EpidemioIogicaI aspects concerning phytoplasmas infecting Chilean grapevine (Vilis
spp.)" 

ALAN ZAMORANO, ANA MARIA PINO, SAMANTA PALTRINIERI', ALBERTO 
CALARI', ASSUNTA BERTACCINI', ALBERTO ALMA', JAIME

MONTEALEGRE, JAIME ARAVA, NICOLA FIORE 

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronómicas. Av. Santa Rosa 11315, La Pintana. 
Santiago de Chile. Teléfono: 9785726, Fax: 9785961. E-mail: nfiore@uchile.cl 

Universitá di Bologna, DISTA Patologia Vegetale, Bologna, Italia. 
2 Uni versitá di Tori no, Di VaPRA Entomologia e Zoologia applicate ah 'Ambiente, Grugl iasco, 

Tormo, Italia. 

Las amarilleces de la vid en Chile actualmente están asociadas a fitoplasmas 
pertenecientes a los grupos ribosomales 1 6SrI-B, 1 6SrI-C (ambos del genero 'Candidatus 
Phytoplasma asteris', I6SrVII-A ('Ca. P. fraxini') y I6SrXII-A (stolbur). La presencia de 
estos patógenos en las plantas depende de la propagación de material vegetal infectado y 
la diseminación natural ocurre por medio de diferentes especies de insectos vectores 
auquenorrincos (langostinos). Con la finalidad de averiguar la presencia de langostinos en 
los viñedos chilenos y determinar su rol en la transmisión de fitoplasmas, se ha procedido 
a la captura de individuos que han sido caracterizados y analizados para detectar 
fitoplasmas. Se ha podido así recolectar insectos pertenecientes a la subfamilia 
Delthocephalinae (familia Cicadellidae) y a las familias Cixiidae y Delphacidae, todos 
potenciales vectores de fitoplasmas. Varios insectos han resultados positivos a fitoplasmas 
y el I6SrXI1-A (madera negra) se encontró en individuos que, según una primera 
caracterización, pertenecerían a los géneros Macrosteles ó Exitianus. 

Proyecto FIA BIOT-BID-PI-C-200 1- 1-A-0 13 

Los resúmenes de los trabajos según instrucciones y formulario adjuntos, deberán ser enviados 
vía correo electrónico (en línea) a congreso-fltQpoIoqIaudeccI; para mayor seguridad se 
sugiere enviar además CD por correo certificado a nombre de Comisión Organizadora, XVII 
Congreso Sociedad Chilena de Fitopatología, Victoria 631, Cuidad Universitaria, Concepción, 
Chile.
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e	 Molecular characterization of phytoplasmas 
•	 in Chilean grapevines 
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Abstract 

I.X ten SL\ e SUVvCV Lo detect and idenrify phvtop las rnas associated ith Chilean grapevines was pert'ormed from 2003 lo 2005 sani-
phn sympromaric or asvmproriuiilc urapevine ptants. Nested P(-'R ampliticarion allow the detection of phytoplasmas in 28 out of 

samples. RFLP analvses identified ph toplasnias as heloneiniz ro ribosornal suhgroups 1 6SrI-B. I6Srl-C, I6SrVII-A and 
I(SrX11-A. (Ionint and sequencin ofselected strains allo ro detectgenetic variability in I6SrXII-A strains. 

Keywords: II1\t1	 n.t. r:qc\ flL	 . i2v'.!-F'(R. Rl 1 P. SCUL'T/.2irre 
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Introduction 

( rapevine ( 1 'iús u/ni/era L.) rs vide1y cultivated in 
Chile and visual detection of yellovs symptoms vas 
reported (Caudwell, 1988). More reeently, plants vith 
v\'mptoms of grapevine ye]lows (GV) in both table and 
vine grape varieties were observed and preliminarv 

ph ytoplasma identification was reported (Gajardo el al.. 
003). Furthcr studíes carried out on selected phyto-

plasmas allow tú verify the presence of genetic variabil-
tv in 16S ribosomal gene of Chilean grapevine strains 
lertaccini e! al.. 2004). 
Tú identify phvtoplasrnas present in syrnprornatic 

aud/or asyrnptomatic grapevines, surveys were intensi-
fied in Ove regions of Chile (Coquimbo. Valparaíso. 
\letropolitana de Santiago, Libertador General Bernar-
do 01 liggins. Maule). where ¡he main grapevine pro-
doct ion i' contttruted. 

Materials and methods 

Ihe optimal time-window tu visualize yellows in Chile 
is from the end of January tu middle of May. Sampks 
t'rorn 90 symptomatic or asyniptomatie grapevine plants 
helonging to table grape: Aut'umn Royal. Thornpson 
Scedless, Crinison Seedless, and wine grape: Chardon-
miv. Petit Syrah, Syrah, Cabernet Sauvignon. Merlot, 
('arménre were collected from sumrner 2003 tú sum-
merifall 2005. Samples consist of branches with mature 
caves, from which both leaf mid-ribs and phloem were 

c1uickly separated, tissues that are then immediatelv fro-
/en in liquid nitrogen and stored at —SO C. 

1 otal nucieic acids vere extracted from 1 g of mixture 
of main leaf midribs and phloern tissues (Prince el al. 
1993), dissolved in Tris-EDTA pl-! 8 buffer, and main-
tained at 4 °C: 20 ng/)iI of nucleic acid were used for 
amplification. 

Mier direct PCR with primer pair P1"P7, nested PCR 
vith R l6F2n/R2 primers (Gundersen -,in(¡ Lee. 19961 or

1 1 13u (1I)uv1ik nr iii.. .I)U-4	 \'ils perl'oriiied	 Fui'thcr 
nested PCR were performed ith R16(I)Fl;Rl (Lee ci 
al.. 1995) and 16R5'/16S 1 1, (Gibb el al., 1995) primer 
pairs. PCR and nested P('R reactions were carried out 
foliowing published protocol (Schaffeto/., 1992). iden-
tification of deteeted phvtoplasmas vas done using 
RFLP analyses on amplified ribosomal DNA fragments 
with Ti-ui. RsaI, H/iai, Tvp5091. Taql. lluL (Fermentas, 
MBI, Vilnius. Lithuania) restriction enzymes. 

Selected F1136. R16F21"R2 and R16(1)F1"RI ampli-
cons from the diverse phytoplasmas identified after 
RFLP analyses were purilied using Coneert Rapid PCR 
Purification System (Life Technoiogies. Gaithersburg, 
MD, USA). DNA fragnients were ligated into T/A clon-
ing vector pTZ57RT followin g the instructions of che 
InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit (Fermentas. 
MBI, Vilnius, Ljthuania). Putative recombinani clones 
'ere analysed by eolony-PCR, sometin'ies in coinbina-
¡ion with the insert-speciíic primers. Amplicons ob-
tained from 5 colonies per cloned fragment were sub-
jected to RFLP analyses. as descrihed abo ye. Selected 
fragments from cloned DNAs were sequenced in both 
directions using the BIG DYE scquencing terminator kit 
(PE Biosystems, Warrington, UK). The sequenees were 
then aligned with BLAST engine for local alignrnent 
(version Blasi N 2.2.12), 

Res ults and discussion 

Positive results were obtained only after nested ampliO-
cation on Pl/P7. Among the 90 samples tested 28 re-
sulted infected by phytoplasn'ias. The RI6F2nfR2. 
Rl6(l)Fl"Rl and/or l6R- 27"l6S, 32 nested PCR prod- 
uds were subjected tú RFLP analysis that allow the as-
signment of phytoplasrnas to different ribosomal sub-
groups: 16SrI-B (related to Aster yellows), 16Srl-C (re-
lated to Clover Phyllody), 16SrVll-A (related to Ash 
yellows) and 16SrXll-A (related tú Stolbur). In particu-
lar 1 6SrXl 1-A phvtoplasmas were identilied in It) sam-
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Figure 1. RFLP profiles of phytopiasmas I6SrXII-A 
from Chilcan grapevines. Controls: I6SrXII-A; DIV, 
Diplotaxis viresccnce (i6Srl-R). 

pies. I6SrXII-A and l6SrI-B \ere present in mixed in-
fection in 3 sample, 1 6SrVII-A vas detected in 8 sam-
pies, and rnixed infection of 16SrI and VII-A (2 sani-
pies) and l6SrI-B and I6SrVII-A (1 sample). group 
16SrI was also identiflcd in 4 sampies. A Chiiean isolate 
referred after RFLP to I6SrXII-A was sequenced and 
deposited in GenBank (DQ] 77148). 

In one further sainpie a RsaI 'ariabilitv in the RFLP 
proÍiie of R16(1)F1.R1 was observed: molecular van-
ability was also present in different cloned fragments 
from the sanie PCR produci. After RFLP with Rsal. 
¡1/ial, T,ui. and Tsp5091, wo molecular I6SrDNA van-
ants were identified, revealing that the new profile was a 
mixed population of iwo phytoplasmas named 16SrXiI-
A*a and 1 6SrXIiA*b (fi gure 1). After sequencing both 
phytoplasrnas showed 98% of homology with phyto-
p]asina .AF248959 done STOLI 1 (I6SrXII-A). They 
were submitted to GenBank with the accession code 
AY739654 and AY739653. A last positive saniple. 
nanied 16SrX11A** , coliected in the same vineyard as 
the previous une, showed Hhal aud RsaI variability 
(figure 1). Sequencing of relevani strains froni ribo-
sonial subgroup l6Srl-B (AY741532 and DQ177149) 
and 1 6SrVI1-A (AY74 531. DQ] 94355 and 
DQ232752) showed respectively 99-100% homologv 
with 1 6Srl-B phvtoplasrna sequences world wide from 
different hosts. and 97-99% similarity with Ash yellows 
strains from USA. Colombia. Argentina and l3razil in 
different hosts. 

Duning the extensíve survey perfoniied no evidence oí' 
"flavcscence doréc" was verified: lfiSrXli-A phvio-
plasmas are worldwide spread in viticuliural arcas ihere-
fore their detection in Chilean grapevine vas not 
uncspected, however ihc presence of variabilitv in the 
16Sr gene was never reported hefore for ihis phyto-
plasma (Bertaccini el al.. 2006). The finding of 
1 óSr\'Ii-A phvtoplasnias is new for grape\ inc while thc 
phytopiasnia :ippear lo he majo]v detected in Anicnica

arcas u diffcrent )los¡ spceies. The 1 6Srl-B and 1 6SrlC 
phytoplasrnas were aiready rcported in sorne vineyards 
in Italy where no clear relationship with s yrnptorns was 
deterrnined. There is no evidence of epidemic spreading 
of yeliows syrnptorns in Ihe surve yed vineyards. how-
ever survey to verify presence and identitv of inscct 
vectors or potential vectors are in progrcss. 
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SUMMARY 

Grapevines from six Chilean regions were surveyed for virus diseases and tested for 
the presence of the most irnportant viruses. ELISA testing of 2535 samples and confirmatory 
RT-PCR of sorne ELISA-negative samples from symptomatic and symptornlcss vines gaye 
the following infection rates: 6.36% for Grapevine fanleaf virus (GFLV); 4.67% for 
Grapevine leafroli associated virus 1 (GLRaV-1); 16.05% for Grapevine leafroli associated 
virus 2 (GLRaV-2): 6.41% for Grapevine leafroli associated virus 3 (GLRaV-3); 0.26% for 
Grapevine leafroli associated virus 7 (GLRaV-7); 14.99% for Grapevine fieck virus (GFkV); 
5.57% for Grapevine virus A (GVA) and 0.78% for Grapevine virus B (GVB). Strawberry 
lateni ringspot virus (SLRSV) Tomato ringspot virus (T0RSV) and Arabis mosaic virus 
(ArMV) were not detected. Overali infection in the surveyed Chilean grapevines, considering 
ELISA and RT-PCR, was 32.35%. Virus infection ratio obtained from ELISA analysis in the 
six regions, varied between 21.19% (Región Metropolitana) and 74.26% (Coquimbo). RT-
PCR was used for detection of the Red Globe strain of GLRaV-2 and Grapevine rupestris 
sien: pilting associated virus (GRSPaV), and lo 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. 

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

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

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

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

Samples were tested for the presence of viruses previously reported from Chile, i.e. 
Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroli associated virus 1, 2 and 3 (GLRaV-1, - 
2 and -3). Toma/o ringspot virus (ToRSV), Grapevine virus A (GVA), Arahis mosaic virus 
(ArMV), S/rawberry lateni ringspot virus (SLRSV) (Cereceda and Auger, 1979; Auger el al., 
1994; Herrera and Madariaga, 1994, 2001; Herrera, 1996) and for viruses hitherto unrecorded 
in the country, i.e. the Red Globe strain of GLRaV-2, [formerly Grapevine rootstock stem 
lesion-associated virus (Uyemoto and Rowhani, 2001)], Grapevine jieck virus (GFkV),
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Grapevine virus B (GVI3), and Grapevine rupestris 51cm pitling associated virus (GRSPaV). 
In 2003 - 2004, Grapevine leqfroll associated virus 7 (GLRaV-7) was included in the testing. 

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

Detection of G1-RaV-1, -2, -3, GFLV, GFkV, GVA, GVB, ToRSV and AFMV was by 
ELISA (Clark and Adams, 1977) and complemented by RT-PCR, while detection of GRSPaV 
and GLRaV-2-RG was exclusivehy by RT-PCR. G1-RaV-7 was detected only by ELISA. Two 
ELISA cornmercial kits were used: (i) Agritest (Valenzano, Bar¡, Italy). DAS-ELISA for 
GLRaV-1, -2, -3. -7. GFLV, GVA, ArMV and DASI-ELISA for GFkV and GVB; (ji) Loewe 
(Munchen, Germany), DAS-ELISA for ToRSV and SLRSV. 

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

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

TNA aliquots were primed with DNA random hexanucleotides (Roche, Base!, 
Switzerlaiid) and reverse transcribed with Moloney murine !eukemia virus reverse 
transcriptase (M-MLV RT, Promega, Madison, Wisconsin, USA). Target-specific primers 
were C995r!H587f, H28/BB() and LC1/LC2 for GVA, GVB and GLRaV-3, respectively 
(Minafra and Hadidi, 1992); C3310/H2999 and C867/1-1428 for GFLV and ArMV 
(MacKenzie el al. 1997); V2dCPr1/V2dCPÍ2 for GLRaV-2 (Bertazzon and Angelini, 2004); 
GFkV-L630/GFkV-U279 for GFkV (Shi el al., 2000); ToRSV-C/ToRSV-H for ToRSV 
(Griesbach el al., 1995); 49d/48d for GRSPaV (Zhang el al., 1998) and RGHSP777-
R/RGJSP227-1` for G1-RaV-2-RG (Rowhani el al., 2000). 

To improve detection of GLRaV- 1, the primers described by Habili el al. (1997) were 
modified based on the CP sequence of GenBank accession AF195822 (Fazeli and Rezaian, 
2000), divergent nucleotides are at positions in boldlunderlined: LR-1R— 5'-
GTTACGGCCITTTGTTTACTATGG - 3' antisense and LR-IF - 5'-
CGACCCC1TfATTGTTTGAGTçG —3' sense primers. 

Positive conirois 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 [he vineyards. 
GFLV-infected vines were less vigorous than normal, showed distorted and mottled leaves, 
poor fruit setting and irregular ripening and reduced size of the berries. Leafroli symptoms 
were frequent, especially in red-berried varieties, whereas, despite of the presence of GVA. 
GVB and GRSPaV, symptoms of rugose wood were rare, likely because most of the oid 
Chilean vineyards are established with self-rooted plants. Typical vein necrosis symptoms, 
observed on the rootstock 1 IOR. were associated with the presence of GRSPaV. 

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

Viruses detected by ELISA and their distrihution and occurrence in the six regions 
surveyed are presented in Table 1 and 2, respectivehy. 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, G1-RaV-1, -2, -3, GVA, GFkV and GVB in ELISA-positive samples. 

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

Because of the previously reported presence in Chile of ToRSV in grapevines and of 
X americanurn sensu lato (Lamberti el al., 1988; Aballay el al., 2001; Insunza el al., 2001) a 
substantial presence of this virus was expected. This, however, was not the case, for only 
seven samples gaye a weak and questionable ELISA reaction, which was not confirmed by 
RT-PCR. Furthermore, 213 samples ELISA-negative for ToRSV remained negative in RT-
PCR assays (Tab. 3). Since these results did not confirm those of previous investigations 
(Herrera and Madariaga, 2001), the seven samples weakly ELISA-positive for ToRSV were 
re-assayed several times by ELISA and RT-PCR in different seasons, proving consistently 
free from this virus. This was taken as convincing evidence that no ToRSV was present in any 
of thc 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 gaye a reading close to the minimal level of absorbance value considered in this work, 
but the presence of this virus was not confirmed by RT-PCR, and it was not found in further 
156 samples ELISA-negative for ArMV. It is therefore plausible to conclude that ArMV does 
not represent a problem for the Chilean grapevine industry, also because its nematode vector 
Xiphinema diversicaudatum, does not seem to occur in the country (Gonzales, 1970, 1984; 
Magunacelaya, 1996). 

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

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

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

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

GVA showed a moderate level of infection (5.08%) in the whole territory, its 
incidence being high in Coquimbo (25%), moderate in Atacama, Valparaiso and Maule (10, 
9.97 and 8.99%, respectively) and little significant in Libertador General Bernardo O'Higgins 
(3.22%) and Región 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 vas the region with the highest infection levels (13.97 
for GLRaV-3 and 12.50% for GLRaV-l) fo!!owed by Maule (8.99 for GLRaV-3 and 7.86% 
for GLRaV-l). Other regions had lower infection leveis, not exceeding 8.38% (GLRaV-3) 
and 6.98% (GLRaV-1) (Tab. 2). 

The single plant infected by G1-RaV-7 out of 387 tested was in Coquimbo. This is not 
a surprising finding, for this virus is relatively rare being more cornmon in eastern than in
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western Mediterranean (Digiaro el al., 1999) a.nd was only recently recorded from a few 
varieties in California (Morales and Monis. 2007). 

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

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

To assay for G1-RaV-2-RG specific prirners were used, since no serological 
discrimination from GLRaV-2 type strain (GLRaV-2-TS) is possible. Of 72 samples positive 
for GLRaV-2-TS by ELISA, 13 proved to be GLRaV-2-RG, and of 108 samples ELISA-
negative for GLRaV-2-TS, seven were positive for GLRaV-2-RG (Tab. 4). In four samples, 
both GLRaV-2 variants were present, indicating that mixed fleid infections are possihle, but 
not frequent. 

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

A severe disease condition was recently observed in Chilean vineyards of cv. Crimson 
Seedless, whose bunches were unmarketable because of the pale color and Iow sugar conteni. 
It was ascertained that diseased vines were infected by GLRaV- 1, -2 and -3 (Digiaro el 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, 
combinatjons of two, three, four and even five different vii-uses were found, involving 
practically alI detected viruses. 

The highest level of infection of Chilean vines was by GLRaV-2, closely followed by 
GFkV. Since both vii-uses are disseminated by propagating material (Martelli and Boudon 
Padieu, 2006), their widespread occurrence is taken as an indication that grape nurseries are 
not producing plants free from these vii-uses. A similar conclusion may be drawn with 
reference to G1-RaV-1, GLRaV-3, GVA and GVB, whose primary inoculum originates from 
comrnercial stocks, but whose subsequent spread at a site is likely to he mediated by 
pseudococcid mealybugs like Pseudococcus viburni, Ps. longispinus and Planococcus jicus 
(Martelli and Boudon Padieu, 2006), which are knovii to occur in Chile (Gonzales and 
Volosky, 2006). 

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

Fig. 1. Map of Chile showing the regions where grapevines were surveyed for the presence of 
the most economicall y important viruses. III: Región Atacama; IV: Región Coquimbo: V: 
Región Valparaíso; VI: Región Libertador General Bernardo O'Higgins; VII: Región Maule; 
RM: Región Metropolitana.



IA

BOAS 

PARAGUAY 

URUGUAY 

NA

1;

Figure 1.



• 368 

• 369 

•370 
•371 

• 

• 

• 

• 

• 

• 
•72 

374 

•76 
•77 
•78 

• 

•

Table 1. Results of virus testing by ELISA 

VjfliSa	 Samples	 Positive	 Positive 
tested	 samples	 samples 
(No.)	 (No.)	 (%) 

GFLV 2171 132 6.08 
GLRaV-1 2181 89 4.08 
(iLRaV-2 2479 368 14.84 
GLRaV-3 2170 134 6.17 
GLRaV-7 387 1 0.26 
(;FkV 2254 324 14.37 
(iVA 2261 115 5.08 
(iVB 2064 15 0.72 
ToRSV 908 0 0 
ArMV 775 0 0 
SLRSV 360 0 0 
Overal 1 
infection 2535 740 29.19

a GFLV = Grapevinefanleafvjrus; GLRaV- 1 to -7 = Grapevine 
leafroil associated viruses; GFkV = Grapevinefleck virus; 
GVA = Grapevine virus A; GVB = Grapevine virus B: 
ToRSV = Tomato ringpot virus; ArMV = Arabis ,nosaic virus; 
SLRSV = Strawberry latent ringspot virus. 
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Table 3. RT-PCR resuRs of ELISA-negative samples. 

Virus Tested samples 
(No.)

Positive samples 
(No.) 

(iF1.V 45 6 
GLRaV-1 27 13 
(iLRaV-2 194 30 
GLRaV-3 20 5 
G1'kV 91 14 
(iVA 154 11 
GVB 129 1 
TORSV 220 0 
ArMV 158 0 
SLRSV n.t. n,t.

n.t.= not tested 
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TabEe 4. R]'-PCR results of the assay for GLRaV-2-RG and GRSPaV. 

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

(iLRaV-2-RG	 180	 20 
GRSPaV	 236	 57 

a GRSPaV = (irapevine rupesiris stem pilting associated virus; 
GLRaV-2-RQ = Grapevine leafroli associated virus 2. Red Globe strain.
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Tipo de Organización Pública [X ¡ Privada 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella  

Profesor titular 

Profesión Ingeniero Agrónomo 
Especialidad Entomología 
Dirección (laboral) Avenida Santa Rosa, 11315, La Pintana 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 9785714 
Fax 9785812 
Celular 
E-mail jearaya@uchile.cl  
Web www.uchile.cl  
Género Masculino 1 X ¡ Femenino 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Nicola 
Apellido Paterno Fiore 
Apellido Materno  
RUT Personal 14.672.776-k 
Nombre de la Organización o  
Institución donde trabaja  
RUT de la Organización  
Tipo de Organización Pública Privada 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella  
Profesión Ingeniero Agrónomo 
Especialidad Fitopatología 
Dirección (laboral) Avenida Lynch Norte 725. La Reina 
País Chile 
Región  Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 2775991 
Fax  
Celular 09-9176519 
E-mail nicolafiore_2000cl@yahoo.com 
Web ----
Género Masculino 1 X 1 Femenino 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Ana María 
Apellido Paterno Pino 
Apellido Materno Elgueta 
RUT Personal 6.520.697-8 
Nombre de la Organización o 
Institución donde trabaja  

- 

RUT de la Organización  
Tipo de Organización Pública Privada X 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella
Profesión Ingeniero en Alimentos 
Especialidad 
Dirección (laboral) Doctor Ramón Corbalán 49. Departamento 106.Santiago 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 2472081 
Fax - 
Celular 09-8240132 
E-mail ampelatinmaiI.com 
Web Diagnóstico molecular 
Género Masculino 1 1 Femenino 1 X 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 

Nombres Assunta 
Apellido Paterno Bertaccini 
Apellido Materno  
RUT Personal  
Nombre de la Organización o 
Institución donde trabaja  

Universidad de Bologna 

RUT de la Organización  
Tipo de Organización Pública	 1 X Privada 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella  

Profesora 

Profesión Bióloga 
Especialidad Fitopatología 
Dirección (laboral) Viale Fanin 46 
País Italia 
Región Emilia Romagna 
Ciudad o Comuna Bologna 
Fono ---
Fax  
Celular  
E-mail  
Web  
Género Masculino 1 Femenino 1 X 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico	 - 
Nombres Alberto 
Apellido Paterno Alma 
Apellido Materno  
RUT Personal ----
Nombre de la Organización o 
Institución donde trabaja  

Universidad de Tormo 

RUT de la Organización 
Tipo de Organización Pública X Privada 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella  

Profesor 

Profesión Ingeniero Agrónomo 
Especialidad Entomólogo 
Dirección (laboral) Via Leonardo da Vinci 44 
País Italia 

ión _"e Piemonte 
Ciudad o Comuna Grugliasco (Turín) 
Fono 
Fax - 
Celular  
E-mail -------
Web -----
Género Masculino X ¡ Femenino 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Simona 
Apellido Paterno Prodan 
Apellido Materno  
RUT Personal 14.706.375-k 
Nombre de la Organización o 
Institución donde trabaja  

--

RUT de la Organización  
Tipo de Organización Pública j Privada 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella  
Profesión Bioquímica 
Especialidad Diagnóstico molecular 
Dirección (laboral) Los Laureles 2505. Puente Alto 
País Chile 
Región  Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 2656996 
Fax  
Celular  
E-mail  
Web 
Género Masculino Femenino X 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Mauricio 
Apellido Paterno Estrada 
Apellido Materno Llanos 
RUT Personal 13.550.211-1 
Nombre de la Organización o  
Institución donde trabaja  
RUT de la Organización  
Tipo de Organización Pública Privada 
Cargo o actividad que 
desarrolla en ella  
Profesión Técnico Agrícola 
Especialidad Manejo de invernadero 
Dirección (laboral) Villa Real Audiencia. Calle 429 casa 1564. Peñalolén 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 2796139 
Fax 
Celular 09-9331566 
E-mail m_estradall@yahoo.es 
Web -----------
Género Masculino 1 X 1 Femenino 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres  Fernando Javier 
Apellido Paterno Reyes 
Apellido Materno Badilla 
RUT Personal 13.076.589-0 
Profesión Licenciado en Ciencias de la Ingeniería 
Especialidad Biotecnología 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Género Masculino X 1 Femenino 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional 

Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Carlos Christian 
Apellido Paterno Valdivia 
Apellido Materno Sepúlveda 
RUT Personal 13.232.378-K 
Profesión Asesor Agrícola 
Especialidad Asistente de Laboratorio 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 7412191 
Género Masculino X ¡ Femenino 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional 

Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Pamela Roxana 
Apellido Paterno Fernández 
Apellido Materno Soto 
RUT Personal 13.474.266-6 
Profesión Asesora de Microbiología 
Especialidad Técnicas de diagnóstico 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Género Masculino ¡ Femenino ¡ X 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Rodrigo Enrique 
Apellido Paterno Reyes 
Apellido Materno Vásquez 
RUT Personal 11.642.684-6 
Profesión Ingeniero Agrónomo 
Especialidad Mantenimiento de material vegetal 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 2670247 
Celular 09-8659739 
E-mail reyesrodrigo@latinmail.com 
Género Masculino 1 X Femenino 1 

Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional 

Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 
Nombres Carolina Del Pilar 
Apellido Paterno Lagos 
Apellido Materno Vásquez 
RUT Personal 11.866.217-2 
Profesión Técnico Agrícola 
Especialidad Apoyo en Laboratorio 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 2264793 
Género Masculino Femenino 1 X 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 

Nombres Jessica Isabel 
Apellido Paterno Devia 
Apellido Materno Parra 
RUT Personal 12.676.246-1 
Profesión Asesoría Agrícola 
Especialidad Apoyo en Laboratorio. Propagación de plantas 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 5257255 
Género Masculino Femenino 1 X 
Etnia (B) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional 

Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo técnico 

Nombres Andrea Del Carmen 
Apellido Paterno 

Materno _Apellido
 Riveros 
Mora 

RUT Personal 14.321.896-1 
Profesión Técnico Agrícola Generalista 
Especialidad Apoyo en Laboratorio 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 8153874 
Género Masculino Femenino X 
Etnia (6) Sin clasificar 
Tipo	 (C) Profesional
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ANEXO 1.2: FICHA DATOS ORGANIZACIÓN 

Ficha Agentes Postulantes y Asociados 

Agente Postulante o ejecutor: Universidad de Chile, Facultad de Ciencias 
Agronómicas 
Tipo de actor en el Proyecto (D) Agente Postulante o Ejecutor 
Nombre de la organización, 
institución o empresa  

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronómicas 

RUT de la Organización 60.910.000-1 
Tipo de Organización Pública X 1 Privada 
Dirección Avenida Santa Rosa 11315, La Pintaria 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 9785916 —6785726 
Fax 9785916 
E-mail agrodecuchile.cl 
Web www.uchile.cl 
Tipo entidad (E) Universidades Nacionales 

Agente asociado: Viña Santa Rita S.A.
Tipo de actor en el Proyecto 
(D)  

Agente Asociado 

Nombre de la organización, 
institución o empresa  

Viña Santa Rita S.A. 

RUT de la Organización 86.547.900-K 
Tipo de Organización Pública	 1 Privada	 1 X 
Dirección Avenida Apoquindo 3669 of.601 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago, Las Condes 
Fono (2) 3622000 
Fax  
Email  
Web www.santarita.cl 
Tipo entidad (E) Empresa productiva
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uenfe n.covindot Viñedos ImiIiana S.A. 
l'ipo de actor en el Proyecto (D) Agente Asociado 
Nombre de la organización, 
institución o empresa  

Viñedos Emiliana S.A 

RUT de la Organización 96.512.200-1 
Tipo de Organización Pública Privada 1 X 
Dirección Av. Nueva Tajamar 481. oficina 702, Las Condes 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Santiago 
Fono 3539130 
Fax 2036936 
Ernail amoya@emiliana.cl 
Web www.emilianal.cl 
Tipo entidad (E) Vitivinícola  

Agente asociado: Univiveros
Tipo de actor en el Proyecto (D) Agente Asociado 

Nombre de la organización, 
institución o empresa  

Sociedad Agrícola Uniagri Copiapó LTDA. (Univiveros) 

RUT de la Organización 79.602.650-2. 
Tipo de Organización Pública Privada X 
Dirección Av. 18 de Septiembre 6578, Fundo San Miguel 
País Chile 
Región Metropolitana 
Ciudad o Comuna Paine 
Fono 8241340 
Fax  
Email  
Web  
Tipo entidad (E) Frnpresa productiva
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