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RESUMEN

Espafia es lider mundial en superficie de vifiedo (953ml ha), y
tercera en produccién de uva. A nivel nacional, Extremadura
es la segunda comunidad auténoma en superficie de vifiedo
(8,5%), y produce 3,6 millones de hectélitros anuales de vino.
Disponer de material vegetal de calidad de Vitis vinifera L., li-
bre de enfermedades y adaptado a las necesidades actuales del
mercado en el marco del cambio climatico, resulta de gran im-
portancia, ya que de ellas depende la produccién y calidad de la
uva y los vinos. Con el objetivo de ampliar el nimero de clones
certificados de las variedades Pardina, Cayetana, Eva, Monttda
y Morisca de la Selecciéon Clonal y Sanitaria del CICYTEX, este
trabajo evalta mediante la técnica RT-PCR, la presencia de los
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virus del jaspeado (GFKV), entrenudo corto (GFLV) y enrollado
3 (GLRaV-3). Para ello se llevé a cabo una prospeccién de 280
cepas preseleccionadas por su actitud vitivinicola y distribuidas
entre 42 parcelas comerciales de distintas zonas productivas de
la region. Los analisis se realizaron sobre madera de poda (in-
vierno). Los resultados mediante RT-PCR muestran 146 cepas
libres de estos virus, siendo un 51,78% del total prospectado.
En cuanto a la incidencia en el material analizado, se observo
que el virus maés frecuente fue GFKV con un 31,1%, seguido de
GFLV y de GLRaV-3 con un 17,5% y 13,35% respectivamente.
Entre variedades, Pardina mostré la mayor presencia de estos
virus, destacando GFKV con un 47,6% de incidencia en las cepas
analizadas. En el lado opuesto, Montda con un 25,0% de cepas
infectadas, ha resultado ser la variedad con menor incidencia.
Se precisa continuar la linea de este estudio, para obtener ma-
yor cantidad de clones sanos, en especial de Pardina y Eva, am-
pliando las zonas prospectadas.

Palabras Clave: RT-PCR, jaspeado, entrenudo corto, enrollado,
vid.

ABSTRACT

Spain is the world leader in vineyard area (953ml ha), and third
in grape production. At a national level, Extremadura is the se-
cond winegrowing area (8.5%) and produces 3.6 million hectoli-
ters of wine per year. The availability of quality plant material of
Vitis vinifera L., free of diseases and adapted to current market
needs in the context of climate change, is of great importance, as
the production and quality of grapes and wines depend on them.
To increase the number of certified clones of the varieties Pardi-
na, Cayetana, Eva, Monttia, and Morisca of the CICYTEX Clonal
and Sanitary Selection, this work evaluates the presence of the
Grapevine Fleck virus (GFKV), Grape Fan Leaf virus (GFLV)
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) using the RT-
PCR technique. For this purpose, 280 vines preselected for their
vitivinicultural attitude and distributed among 42 commercial
plots of different productive areas of the region were tested. The
analyzes were carried out on pruned wood (winter) and leaves
(spring). The RT-PCR results show 146 plants free of these vi-
ruses, 51.78% of the total number of plants tested. Regarding
the incidence in the analyzed material, it was observed that the
most frequent virus was GFKV with 31.1%, followed by GFLV
and GLRaV-3 with 17.5% and 13.35% respectively. showed the
highest presence of these viruses, with GFKV standing out with
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47.6% of incidence in the vines analyzed. On the other hand,
Monttia, with 25.0% of the infected vine, was the variety with
the lowest incidence. It is necessary to continue with this study
to obtain a greater number of healthy clones, especially Pardina
and Eva, extending the areas surveyed.

Key words: RT-PCR, fleck, fanleaf, leafroll, grapevine.

INTRODUCCION

Espafia se encuentra en la ctispide de los paises con mayor superficie de
vifiedo a nivel mundial y tercero en cuanto a produccién de uva. A nivel
nacional, Extremadura es la segunda comunidad auténoma, por detrés de
Castilla la Mancha, contando con una produccién de 3,6 millones de hecto-
litros anuales. Las politicas de reconversién y restructuracién de los vifie-
dos extremefios y en especial la renovacién varietal dirigida hacia varieda-
des mas aceptadas en los mercados, no hace mas que acentuar la pérdida
de material vegetal de la vid resiliente a las exigencias meteoroldgicas en
un marco de cambio climético. Debido a esto, el nimero de variedades cul-
tivadas de V. vinifera contintia reduciéndose en las zonas de Montanchez y
Cafiamero, en la provincia de Céceres, donde se cultivan mayoritariamente
las variedades aut6ctonas Borba y Alarije. En el caso de Badajoz, la mayor
superficie de vifiedo se concentra en la comarca de Tierra de Barros y en las
Vegas Altas del Guadiana donde se cultivan tradicionalmente las varieda-
des Pardina y Cayetana (Gonzalez, M.D., 2010).

Para salvaguardar la variabilidad genética de las variedades autdctonas
con buena producciéon y adaptacion al clima de la regién, el CICYTEX creé
en 1988 la primera Seleccién Clonal de la Vid de Extremadura. Esta selec-
cién clonal cuenta hoy en dia con 16 clones de 7 variedades distintas. De
esta manera se estd creando un reservorio de material vegetal sano, adap-
tado a las condiciones de cultivo de la regién y con caracteristicas diferen-
ciadas, a disposicién de los viticultores. Con el fin de ampliar la oferta de
clones de estas variedades, en la actualidad se han realizado nuevas pros-
pecciones de material vegetal, el cual, segtin el Reglamento técnico de Con-
trol y certificaciéon de Plantas de Vivero de Vid (Real Decreto 208/2003 y
Orden APA/2474/2006), debe estar exento de organismo nocivos entre los
cuales se encuentran el virus del Jaspeado (GFKV), el virus del entrenudo
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corto (GFLV), los virus del enrollado de la hoja 1 y 3 (GLRaV-1 y GLRaV-3)
y el virus del mosaico del Arabis (ArMV). La sintomatologia que presen-
ta GFKV en las cepas produce una depresion vegetativa, disminucién del
tamafio de los racimos, de las bayas y reduccién del contenido de aztca-
res (Salazar y col., 2004b). Debido a estas malformaciones puede ocasionar
una pérdida en la calidad de la uva o el vino (Martelli, 2014). El GFLV se
trata de un Nepovirus. Constituye el mayor problema virico en todas las
zonas viticolas del mundo (Arias y col., 1997). Produce un corrimiento en
el racimo pudiendo ser total o parcial generando una disminucién en el
rendimiento de hasta un 80% (Martelli 2014 y Salazar y col., 2004a). Por
altimo, tenemos el grupo de los GLRVs (género Ampelovirus) asociados a
la enfermedad de enrollado de la hoja. Actualmente, se encuentran descri-
tas 9 tipos serolégicos que van desde GLRaV-1 al GLRaV-9 (Gugerli, 2003).
En este estudio se va a analizar el GLRaV-3 tratdindose de uno de los mas
problematicos. Las cepas que tienen este virus suelen presentar un tamafio
mas reducido a parte de un retraso en la maduracién del fruto (Pearson y
Goheen, 1996). Este problema después se ve reflejado en el rendimiento
y la calidad del fruto (Martelli, 2014), en especial el tipo 3 (Charles y col.,
2006 y Naidu, 2017). Para la deteccién de los virus, se realizé un analisis
mediante la técnica RT-PCR, técnica innovadora ya que tiene un alto grado
de especificidad y sensibilidad al tratarse de secuencias muy especificas
del ARN viral.

Por tanto, los objetivos planteados en este trabajo son: (i). Evaluacién sani-
taria del material vegetal y (ii) Una primera aproximacién sobre la inciden-
cia de los virus GFKV, GFLV y GLRaV-3 en la region.

MATERIALES Y METODOS

En la cepa, la distribucién de los virus analizados depende del estado fe-
nolégico de la vid, ya que unos virus son detectados en mayor concentra-
cién en o6rganos verdes en crecimiento, mientras que otros resultan mads
facilmente detectables en 6rganos agostados como la madera de invierno.
Este hecho, ha supuesto la recogida de material vegetal de las mismas ce-
pas tanto en hojas jévenes de primavera (mayo-junio) como en madera de
invierno (diciembre-enero) sin embargo en este trabajo se presentan tnica-
mente los resultados obtenidos de la madera de poda.
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Material de estudio

Sobre vifiedos seleccionadas de diferentes zonas geograficas de la region
y de las variedades a estudiar, plantados con anterioridad al afio 2000, se
prospectaron un total de 280 cepas con aparente buen estado sanitario, vi-
gor y productividad, distribuidas en 42 parcelas de 12 localidades distintas
de Tierra de Barros. Las cepas fueron marcadas, etiquetadas y georreferen-
ciadas para facilitar su seguimiento en el tiempo. De estas 280 cepas, 107
corresponden a la variedad Pardina, 81 Cayetana, 25 Montta, 45 Eva y 17
Morisca.

En este estudio se cogié madera de poda en el mes de diciembre. Se corta-
ron entre 5 y 10 sarmientos por capa que fueron cortados en estaquillas de
unos 20 cm. Se marcaban con su cédigo de identificacién y se llevaban al
laboratorio para su procesado.

METODOLOGIA

Extracciéon de ARN con Nitrogeno Liquido

Las muestras marcadas se congelan con N, liquido para poder trabajar con
posterioridad en el laboratorio. En cuanto a la extraccién, se realiza un pul-
verizado de la muestra en un mortero con ayuda de nitrégeno liquido. Una
vez obtenido este pulverizado se procede a hacer la extraccion del ARN
utilizando el kit NucleoSpin RNA Plant and Fungi de Macherey-Nagel. Fi-
nalmente, eluimos la muestra en 50 ul las cuales se cuantificaron con el
espectrofotémetro (Thermo Sciencitific- Nanodrop 1000). Analisis previos
realizados en el laboratorio han demostrado que debemos tener una con-
centraciéon minima de 100 ng/pl y un ratio de 260 nm /280 nm el ratio de
pureza de ARN. Estas proporciones se utilizan para evaluar la cantidad de
contaminacién proteica que queda del proceso de aislamiento del ARN ya
que las proteinas absorben a 280 nm. Este valor de pureza debe de ser de
minimo 1.6 siendo lo més éptimo en torno a 2.

Analisis molecular mediante la técnica RT-PCR (reverse transcriptase
Polymerase Chain Reaction)

La deteccién de los virus de la vid del Jaspeado (GFKV), Entrenudo Corto
Infeccioso (GFLV) y Enrollado de la hoja tipo 3 (GLRaV-3) fue determinada
mediante la técnica molecular RT-PCR siendo una de las mejores técnicas
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del momento debido a su especificidad y sensibilidad. El disefio de los pri-
mers y las sondas utilizadas para esta técnica fueron tomados de los estu-
dios realizados por Bertolini y Col. (2010) para el virus de GFKV mientras
que para los virus de GFLV y GLRaV-3 se tomaron de Osman y Rowhani
(2006). Sin embargo, realizamos unas modificaciones sobre dichos proto-
colos donde se utilizaron sondas Tagman. Esta sonda lleva el fluoréforo
“Fam” en el extremo 5 y una molécula oscura “BHQ-1" en el extremo 3’
(tabla 1.). Las muestras se analizaron por duplicado utilizando el kit qPCR-
BIO Probe 1-Step Virus Detect Separate-Rox de la marca PCRBIOSYSTEMS.
En cuanto a la reaccién, el volumen final de las reacciones es un mix de 12
ul formado por una Master mix qPCRBio Probe 1-step Virus detected, la
enzima UltraScript RTase (1X), los primers, tanto el forward como el re-
verse, con una concentracién de 625 nM para GFKV, 400 nM para GFLV y
800 nM para GLRaV-3. En el caso de las sondas Taqman, se afiadieron con
una concentracién de 150 nM excepto para GLRaV-3 que seria 130 nM. Fi-
nalmente se pone 300 ng de ARN molde. El programa de la RT-PCR consta
de un paso de 45°C durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos de amplifica-
cién de 95° C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. El termocicla-
dor que se utilizé es el Step one plus real time PCR Biosystem de Applied
Biosystem. La adquisicién de anédlisis de datos se realiz6 con el software
StepOne Plus 2.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras los analisis por RT-PCR realizado en madera de poda de las 280 mues-
tras prospectadas, el 51,78% no presentaron incidencia para estos virus
siendo un total de 146 cepas. GFKV, con una incidencia del 31,01%, ha sido
el virus que mas incidencia ha dado en toda la regién (Figura 1). Estos resul-
tados se refuerzan con los obtenidos por Fresno y col. (1997) donde realizé
un primer estudio en la zona de Tierra de Barros dando un alto porcentaje
de incidencia de GFKV. Ademas, estudios realizados por Hernédndez, C. A.,
y Cano, J. A. R. (2008) y Bertolini y col. (2011), en las zonas de la sierra de
Salamanca y vifiedos de la D.O de Vinapol6 (Alicante), presentaron una
incidencia menor siendo del 15,29% y 29,47% respectivamente. En cambio,
Lopez-Fabuel y col. (2013) dio una incidencia del 84,17% en vifiedos de
D.O de Alicante. Sin embargo, Bertolini también realiz6 un anélisis en hoja
joven donde la incidencia fue superior a la obtenida en madera siendo un
48,42% viéndose demostrada la heterogenicidad que presentan estos virus
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segun el 6rgano en el que se realiza su estudio. Atendiendo a la variedad,
Pardina es la mas afectada con un 48%, seguida de Eva y Cayetana con un

27% vy 24% respectivamente mientras que Montta es la que menos con un
12% (Figura 2).

En cuanto a la incidencia de GFLV, los resultados de RT-PCR muestran una
incidencia del 17,5% (Figura 1), siendo superior a los datos obtenidos por
Hernandez, C. A, y Cano, J. A. R. (2008) en la sierra de Salamanca con una
incidencia del 3,53%, Fresno (1992) en Castilla la Mancha y Garcia (1991)
en Castilla y Le6n siendo ambos con una incidencia del 12%. Estos datos se
relacionan también a los obtenidos por Bertolini y col. (2011) donde tanto
en madera como en hoja obtuvo incidencias de 12,6% y 10,52% respectiva-
mente, encontrdndose mayor incidencia en la madera. En cambio, nuestros
datos fueron muy inferiores a los obtenidos en los vifiedos de D.O de Ali-
cante teniendo una incidencia del 40,5% (L6pez-Fabuel y col., 2013).

En cuanto a las variedades, nuevamente Pardina es la variedad maés afec-
tada con un 25% y Montta la que menor incidencia presenta con un 4%
(Figura 3).

El Virus GLRaV-3 ha sido el que menor incidencia ha presentado con un
13,35% (Figura 1). Solamente los resultados obtenidos por Hernandez, C.
A., y Cano, J. A. R. (2008) han dado una menor incidencia (4,71%). En los
vifiedos de Galicia se han localizado una incidencia superior a la nuestra
con un 45% (Segura, 1993). También en la zona de Alicante los valores son
muy altos siendo del 60% (Lopez-Fabuel y col., 2013) y 57,89% y 69,47 %
tanto en hoja como en madera (Bertolini y col., 2011). En este caso si vemos
la incidencia por variedades, la mayor incidencia la comparten Pardina y
Eva con un 19% y 18% respectivamente y nuevamente Montua es la que
menos presenta con un 8% (Figura 4).

Tras los resultados obtenidos podemos concluir que, tras realizar una pros-
peccion de 280 cepas, 146 (51,78 %) han resultado sanas para estos tres virus.
Sin embargo, se realizaran estudios posteriores para descartar la presencia
de los virus GLRaV-1 y ArMV. En cuanto al que mayor incidencia ha pre-
sentado en toda la region, ha sido GFKV (31,07%), sobre todo en la varie-
dad Pardina (68,31%), Cayetana (43,2%) y Eva (42,2%) por lo que es de vital
importancia seguir realizando mas prospecciones de estas variedades para
obtener un mayor ntimero de clones sanos. En cambio, la variedad Montta
es la que menor incidencia ha registrado con un 25%.
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FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Porcentaje de incidencia de los virus GFKV, GFLV y GLRaV-3 en
las cepas prospectadas.
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Figura 2. Incidencia de GFKV en las distintas variedades prospectadas.
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Figura 3. Incidencia de GFLV en las distintas variedades prospectadas.
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Figura 4. Incidencia de GLRaV-3 en las distintas variedades prospectadas.
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Tabla 1. Secuencias de los primers y sondas utilizadas para los virus GFKYV,
GFLV y GLRaV-3.

Virus Primer/ Secuencia 5’-3’ Referencia
Sonda
%%k;/ CGAGAACTCTCTTTTCACCTC
Grky | GFkV OB CCGGCGTGGATGTAGAG Bertolini y
R col. 2010
GFkg OB | 4 Fam-ACCCTCGCCCTCATGCA-BHQ-1
(371:615;7' GGGACCACTTAGGATGGAATGA
GFLV- Osman y
GFLV e, TTCGGTGATATGGAGAGCGAAT Rowhani
2006
GFLV- | 6-Fam-AAGTATCCCGGGGTGTATGTGTAT |  (2000)
799p GTGGAAGAGGA-BHQ-1
GL§6afV3' AAGTGCTCTAGTTAAGGTCAGGAGTGA
Osman y
GLRaV-3 | GLRaV3-| o1\ 1 TGGACTACCTTTCGGGAAAAT Rowhani
2851 (2006)
GLRaV3- | 6-Fam-CAGGTAATAGCGGACTGAGACTG
181p GTGGACA-BHQ-1
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