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on del virus analizado./ Ch. Diez
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Placas ELISA donde la coloracién amarilla indica la det

Las virosis que afectan al vifiedo, fundamentalmente entrenudo corto y
enrollado, pueden causar graves dafios en las producciones y acortar la
vida de las cepas. Son enfermedades sin tratamientos ni preventivos ni
curativos, por lo que la deteccidon precoz a través de analisis de suelos
(para saber si hay presencia de vectores transmisores) y de material ve-
getal (para ver su estado sanitario) son herramientas fundamentales para
el viticultor, sobre todo al realizar una nueva plantacion. El Laboratorio
Regional de La Grajera ofrece estos servicios de analisis por diferentes
técnicas acreditadas. En este articulo, ademas de una descripcion de las
virosis y sus sintomas, se dan algunas claves de como recoger muestras
de suelo o de planta, el momento mas indicado para hacerlo y las técnicas
analiticas utilizadas para su deteccion.

Los virus son un grupo de patégenos que
estan formados por material genético
rodeado por una cubierta proteica. Por
si solos no pueden sobrevivir; necesitan
parasitar una célula para poder multipli-
carse, pudiendo provocar enfermedades
en los vegetales que ocasionan grandes
pérdidas. Se conocen mas de 700 espe-
cies virales que afectan a plantas.
Existen diferentes formas de trans-
misién de los virus; la mas importante es
la vegetativa (injerto). También pueden
transmitirse mecanicamente (poda, roza-
miento...), por semilla o polen y por vec-
tores. Una vez que el virus ha penetrado

en la planta, se mueve dentro de ella de
forma sistémica, colonizandola. Los sinto-
mas que producen en las plantas pueden
ser muy variados: decoloraciones, mosai-
cos, amarilleos, enanismos, deformacién
detejidos, necrosis... y suelen dar nombre
a las enfermedades que producen; por
ejemplo: enrollado de la vid.

No existe ninglin método curativo para
las enfermedades producidas por virus,
por lo que hay que tomar medidas preven-
tivas basadas en evitar la entrada y trans-
mision de estos patégenos; de ahi que
sea interesante detectar su presencia en
las plantas antes de que se muestren los
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sintomas. Esto es posible en la actualidad
gracias al desarrollo de técnicas analiticas
serolégicas y moleculares que permiten,
con un analisis del material vegetal en el
laboratorio, detectar la presencia del virus
en la planta cuando tiene un nivel de in-
feccién muy bajoy alin no son visibles los
sintomas. En ocasiones, los sintomas que
presentan las plantas pueden ser debidos
a otros patégenos distintos a virus, por lo
que el diagnostico visual no es suficiente
y son precisas estas técnicas para realizar
un correcto diagnéstico de la enfermedad.

Principales virus de la vid

Se han detectado mas de 60 virus que
afectan al vifiedo y cuya presencia se ma-
nifiesta, en mayor o menor medida, por
una pérdida de vigor en las plantas, una
maduracién irregular y, en definitiva, un
menor rendimiento.

Algunos de los virus detectados, con-
siderados “graves”, pueden ser responsa-
bles de pérdidas de produccion de hasta
el 90%, como en el caso de infecciones
severas de Grapevine fanleaf virus (entre-
nudo corto), o del 40% si nos referimos
a Grapevine leafroll virus (enrollado). Pero
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En las vides afectadas de entrenudo corto se observan bifurcaciones, dobles nudos

y fasciaciones en el sarmiento./ José Luis Ramos

no todos los virus detectados se traducen
en enfermedades a considerar en los vi-
fiedos; solo unos pocos causan pérdidas
econdmicas significativas.

Teniendo en cuenta que ante una in-
feccion viral no existen medios de lucha
y que la principal via de transmision es
la vegetativa, el viticultor debe tener es-
pecial precaucion en comprobar el esta-
do sanitario del material vegetal que va a
plantar para prevenir las enfermedades de
origen virico en los vifiedos.

Dentro de las enfermedades causadas
por virus, las de mayor importancia son:

- Degeneracion infecciosa (causada
por GFLV en la mayor parte de los casos,
y otros virus del mismo grupo, Nepovirus,
como ArMV).

- Enrollado (el virus GLRaV es el res-
ponsable de esta enfermedad, existen va-
rios serotipos de este virus; GLRaV 3 es el
maés importante por el dafio que produce).

- Jaspeado (GFKV).

- Madera rugosa (son varios los virus
asociados a esta enfermedad).

Este articulo se ocupa a describir Gni-
camente los virus que estan regulados
por el Reglamento Técnico de Control y
Certificacion de plantas de vid 208/2003
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del 21 de febrero, modificado por la
Orden APA/274/2006, que determina
que las plantas certificadas han de es-
tar libres de los virus que se describen a
continuacién.

Entrenudo corto

Grapevine fanleaf virus (GFLV) o entrenu-
do corto es el virus de mayor incidencia
en los vifiedos riojanos. Si se encuentran
infectados por él tendran una menor pro-
ductividad, un menor vigor y una menor
longevidad. Se manifiesta con los siguien-
tes sintomas:

¢ En sarmientos podremos observar
entrenudos muy cortos entre otros de ta-
mafio normal, fasciaciones (aplastamien-
tos) en las que se apreciard en muchas
ocasiones una doble médula, bifurcacio-
nes en la parte terminal y varias yemas
sobre un mismo nudo.

* En hojas, amarilleamientos, den-
ticién méas acusada y seno peciolar muy
abierto.

e En los racimos, la presencia del virus
se traduce en un cuajado defectuoso (co-
rrimiento) y alteraciones en la maduracién.

Ademés de transmitirse de forma ve-
getativa, es importante su propagacion

Sintomas de entrenudo corto en pampanos, donde se aprecia amarilleamientos y
denticion muy acusada./ José Luis Ramos

por nematodos del género Xiphinema,
concretamente Xiphimena index que ac-
than como vector del virus, pasandolo de
las raices de una planta a las de otra, por
lo que el viticultor habra de controlar la
presencia de este vector en el suelo.

La deteccién de GFLV en laboratorio
es eficaz a partir de material vegetal de
cualquier parte de la plantay durante todo
el ciclo vegetativo.

Virus del enrollado
Grapevine leafroll virus (GLRaV) o enro-
llado es, después del virus del entrenu-
do corto, el que causa mas pérdidas de
produccién en La Rioja. Se pueden dife-
renciar hasta 11 serotipos, pero los que
tienen mayor incidencia son el 3, seguido
del 2 y del 1. Las plantas certificadas
han de estar libres de GLRaV1 y GLRaV3.

e | os sintomas son visibles en las ho-
jas, que se enrollan hacia el envés al final
del ciclo vegetativo (especialmente en el
caso de GLRaV1) y adquieren coloracio-
nesrojizas en variedades tintasy amarillas
en blancas, que no afectan a los nervios
(mas acusado en GLRaV3).

e | .a maduracién de los racimos no
es homogénea. El nimero y tamafio de



los racimos disminuye. Las bayas tienen
menos contenido en azlcar y antocianos
y mayor grado de acidez.

Ademas de por via vegetativa, los dos
virus graves del enrollado (GLRaV 1y 3) son
transmitidos por cochinillas algodonosas
de las familias Pseudococcidaey Coccidae.

Las técnicas de deteccidn son mas
sensibles sobre hojas adultas y sobre ma-
dera agostada y la época recomendada
para su deteccién es final de veranoy
otofio, aunque también es efectiva una
analitica sobre madera agostada en in-
vierno. El virus puede no detectarse sobre
hojas jévenes en primavera y principios
de verano.
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Mosaico del Arabis

Arabis Mosaic virus (ArMV) tiene otros
huéspedes ademaés de la vid. Los sinto-
mas gue manifiesta son similares a los
producidos por entrenudo corto, pero
menos severos. En nuestro pais esta
presente en la vid pero de forma muy
puntual.

Como en el caso del entrenudo corto,
ademaés de transmitirse por el material
vegetal, puede hacerlo por nematodos del
género Xiphinema, en este caso X. diver-
sicaudatum.

También se puede detectar en cual-
quier época del afio y a partir de cualquier
parte de la planta.

Enrollamiento hacia el envés de la hoja en una cepa de variedad blanca afectada por GLRaV, donde se ve la decoloracion

amarillenta que no afecta a los nervios./ José Luis Pérez Marin
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Virus del jaspeado

Grapevine fleck virus (GFKV) o virus del
jaspeado es muy comun pero latente en la
mayoria de las variedades. No existe una
sintomatologia especifica excepto para
Vitis rupestris.

Su presencia influye en el enraiza-
miento y también afecta a la afinidad
patrén-variedad en plantas injertadas.

Envides sobre las que se ha detectado
podemos ver manchas cloréticas en pri-
mavera que se desvanecen en verano. Por
ello, en primavera; sobre hoja extendida,
es buen momento para su deteccién en la-
boratorio, pero también se obtienen bue-
nos resultados sobre madera agostada.

Métodos de lucha
No existen tratamientos quimicos ni pre-
ventivos ni curativos para combatir las en-
fermedades producidas por virus en vid.
Las Unicas medidas que puede to-
mar el viticultor dependen de las técni-
cas culturales y se fundamentan en la
prevencion:

- eliminacién de material vegetal in-
fectado,

- control y erradicacién de los vectores
transmisores de virus (nematodos,
cochinillas...), y

- utilizacién de material libre de virus
al realizar la plantacion.

Analisis en laboratorio

Para un adecuado manejo de las enferme-
dades es necesario conocer su etiologia;
es decir, saber el agente causal respon-
sable de la patologia. Por esto, tanto en
el caso del diagnostico y alin més en la
deteccion, es imprescindible un analisis
en el laboratorio.

El Laboratorio Regional, ubicado en
la finca La Grajera, presta un servicio de
analisis a organismos publicos y privados
en los ambitos agroalimentario, sanitario
y ambiental. Si se visita su pagina web
(www.larioja.org/laboratorio), encontrare-
mos informacién sobre las distintas deter-
minaciones que se ofertan, precio, tiempo
de respuesta y recomendaciones para la
toma de muestras, ya que la efectividad
de una analitica depende de que esta se
haga correctamente.

El laboratorio esta estructurado en dos
grandes areas de trabajo, un area quimicay
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Parte posterior de una | de Xiphi index; ala d

otra biolégica, que a su vez contienen dis-
tintas lineas. Dentro del &rea bioldgica, la li-
nea de Biologia Vegetal tiene como objetivo
la deteccion (para adoptar medidas preven-
tivas) y el diagndstico e identificacion (para
un adecuado manejo de enfermedades) de
organismos nocivos de los vegetales.

Son numerosas las determinaciones
que se realizan, tanto respecto a patoge-
nos como a matrices y a técnicas analiti-
cas. Describiremos a continuacién las re-
lacionadas con los virus en vid, que son de
gran utilidad para viticultores y viveristas.

Deteccion de nematodos
vectores en suelo

Los nematodos del género Xiphinema
transmisores de virus, X. indexy X. di-
versicaudatum, viven en el suelo, por lo
que esta determinacion se realiza sobre
muestras de suelo de parcelas destinadas
anuevas plantaciones de vid y también en
parcelas en las que se observan sintomas
de virus de entrenudo corto y mosaico de

ha, parte anterior con el estilete fuera./ Milagros Marin

Arabis, o se ha detectado la presencia
dichos virus y se quiere comprobar si esta
presente el vector.

Los nematodos son gusanos micros-
copicos con forma de hilo. Los que son
parésitos de plantas poseen un estilete
que les permite perforar las células vege-
tales para alimentarse de ellas o actuar
como vectores de enfermedades. En los
cultivos, los sintomas de las enferme-
dades originadas por estos parasitos se
manifiestan en rodales.

La Unica forma eficaz de erradicar es-
tos parasitos es el arranque de vides infec-
tadasy la posterior eliminacién de lasraices
que puedan ser reservorio del nematodo.

Estos nematodos son capaces de vi-
vir en el suelo varios afios después de
arrancar una plantacion, por lo que la me-
dida maés efectiva seria dejar el terreno
sin plantar vid durante al menos 5 afios.
Esta préactica, en ocasiones, no es bien-
venida por los viticultores y se opta por la
aplicacion de tratamientos quimicos para

Observacién al bi
de nematodos transmisores de virosis./ Ch. Diez

de una de tierra pr

para la det

la desinfeccion del suelo, en el caso de
que se detecte la presencia del vector,
aun sabiendo que estos tratamientos no
son totalmente efectivos y que, ademas,
es necesaria una autorizacién excepcional
del Ministerio de Agricultura para su apli-
cacién, ya que el producto quimico utili-
zado para estos tratamientos tiene su uso
prohibido dentro de la Unién Europea. El
agricultor tiene que acreditar la presencia
en el suelo de nematodos transmisores de
virus en vid para obtener la autorizacion
para la aplicacién del tratamiento quimi-
co, por lo que resulta imprescindible un
andalisis de suelo que lo determine.

Las muestras serdn tomadas tras ha-
cer varias catas en el terreno (9-12 por
hectéarea), recogiendo tierra a lo largo de
la pared de cada cata realizada, eliminan-
do los 5 cm superiores para minimizar la
influenciade la sequia, las malas hierbasy
los cultivos de cobertura, hasta un minimo
de 30 cm de profundidad. Es aconsejable
llegar a los 60 cm, ya que las raices del
vifiedo pueden colonizar incluso mayores
profundidades. La cantidad minima de
muestra sera de 1 kg.

Las poblaciones de nematodos fito-
patégenos fluctian a lo largo del afio,
dependiendo de las condiciones de hume-
dad y temperatura. Atendiendo a esto, lo
normal es encontrar una mayor poblacién
de nematodos en otofio y los niveles mas
bajos seran en verano. No deben tomarse
muestras de suelo cuando se encuentre
inundado, seco o congelado.

La muestra ha de conservarse hasta
su analisis en un lugar fresco. A su llegada
al laboratorio se procesaréa para la extrac-
cién de los nematodos y la identificacion
de los mismos se realizara por técnicas
morfoldgicas.



Dado que la incidencia del virus del
entrenudo corto es frecuente en los vifie-
dos riojanos, también lo es la presencia
de su vector, Xiphinema index.

Respecto a Xiphinema diversicauda-
tum, hasta el momento no se ha detecta-
do su presencia en vifiedos de La Rioja,
lo que se corresponde con la incidencia
practicamente nula de ArMV.

Deteccion de virus en

material vegetal

Esta determinacion se puede realizar so-
bre material vegetal con o sin sintomas.
En cualquier caso, la muestra debe con-
sistir en una porcién de material vegetal:
15-20 cm de sarmiento o 50 gde otro tipo
de material (raices); en el caso de hojas,
de 4 a 6 tomadas de distintas orienta-
ciones de la planta. Se recomienda con-
servarla en refrigeracién hasta su envio
al laboratorio, que no debe demorarse
mas de 2-3 dias en el caso de material
lefioso y 24 horas en el caso de hojas.
Para aclarar cualquier duda al respecto
se aconseja ponerse en contacto con los
técnicos de la linea de Biologia Vegetal
del Laboratorio Regional.

Técnicas analiticas

El Laboratorio Regional de La Grajera pone
adisposicion de sus clientes dos técnicas,
basadas en principios biolégicos distintos,
para la deteccién de virosis en vid:

e Técnicas inmunolégicas, basadas
en las propiedades de la cubierta proteica
de los virus.

La técnica inmunolégica utilizada en
el Laboratorio Regional para la identifica-
cion de virus de vid es el método ELISA, a
partir de un extracto de la muestra vegetal
aanalizar. Es latécnica mas utilizada para
la deteccidn de virus, con un alto porcen-
taje de sensibilidad y especificidad, esta
estandarizaday permite testar numerosas
muestras en un periodo de tiempo relati-
vamente corto.

Los ensayos para la deteccién de
los cinco virus exigidos en la certifica-
cién de plantas de vivero realizados en
el Laboratorio estan acreditados por
la Entidad Nacional de Acreditacion
(ENAC), bajo la Norma ISO/IEC17025
(expediente n° 168/LE399). De hecho,
en la actualidad, el Laboratorio Regional
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Toma de muestras en suelo

Objetivo
De 9-12 catas/ha
Como tomar la muestra

Deteccion de nematodos del género Xiphinema transmisores de virus en vid

Desechar los primeros 5 cm
Profundidad minima 30 cm. Puede llegar a los 60 cm

Cantidad: 1 k gr/muestra

Cuéndo

Técnica analitica

Técnicas morfoldgicas

Preferiblemente, en otofio
El suelo no debe estar inundado, seco o congelado

Toma de muestras en planta

Objetivo Deteccion de virus

Una de estas porciones de la planta:

Como tomar la muestra - 50 gr de raiz

- 15-20 cm de sarmiento

- 4-6 hojas de distintas orientaciones

Entrenudo corto, mosaico de arabis y jaspeado:
- durante todo el ciclo vegetativo

Cuéndo Enrollado:

- finales del verano y otofio, hojas adultas y madera agostada
- invierno: madera agostada

Técnica analitica

on de de sarmi

es el Unico del ambito nacional que tiene
estas determinaciones acreditadas.

¢ Técnicas moleculares, basadas en
las propiedades de los &cidos nucleicos
de los virus.

Las técnicas moleculares aportan
gran especificidad y gran sensibilidad,
por lo que permiten detectar la presencia
del patégeno cuando el nivel de infeccion
es muy bajo y no puede ser percibido por
técnicas inmunoldgicas. A este grupo de
técnicas pertenece la cominmente lla-
mada PCR.

Técnicas inmunoldgicas: método ELISA
Técnicas moleculares: PCR

para su posterior analisis./ Ch. Diez

El Laboratorio Regional tiene im-
plantadas distintas variantes de la PCR.
Se realiza la determinacién de virus de
vid aplicando RT-PCR a tiempo real.
Concretamente, esta técnica se aplica a
la deteccién de los virus GFLV y GLRaV-3,
que son los considerados virus graves.

Las técnicas moleculares tienen un
coste mas elevado, pero son una herra-
mienta muy Util, sobre todo a la hora de
comprobar el estado sanitario del material
vegetal cuyo destinovaaser la produccion
de plantas madres.
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