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INTRODUCCION

El anilisis de las enfermedades de la vid se ha vuelto comun en la actualidad debido al
rapido incremento de los costos de inversion de los vifiedos y la conciencia cada vez mayor
acerca de las enfermedades causadas por la epidemia de Filoxera de los afos 80 y las
epidemias subsiguientes provocadas por otros agentes causantes de enfermedades (y debido
al desarrollo de la tecnologia y las posibilidades de analizar rapidamente). Pero es posible
que los productores se sientan abrumados por algunos temas confusos relacionados con el
analisis. ;Se debe analizar antes de plantar, en el vifiedo luego de la implantacion, o en
ambos casos! ;Qué se debe analizar y cuando?

Una vez que se realiza el analisis, la interpretacion de los resultados es de igual importancia
para la poder tomar las mejores decisiones acerca del manejo de los vifiedos. Los
productores pueden tener interés en analizar las vides para determinar la presencia de
agentes patdogenos (o agentes causantes de enfermedades) que pueden tener un impacto en
la implantacion de los vifiedos, la calidad de las uvas para la producciéon de vino, los costos
de produccion y que finalmente pueden causar el deterioro y muerte del vifedo.

La propagacion documentada de ciertas especies de virus que causan el enrollamiento de
las hojas (leafroll) en Australia’, Argentina’, Europa', Sudafrica®, y mas recientemente en
California’ es un claro ejemplo de la importancia de saber no solo que el vifedo estd
infectado sino ademds cuales son los agentes causantes de enfermedades que tiene el
vinedo. A pesar del tiempo transcurrido, hay estudios en progreso para determinar la
eficacia de tratar los vifiedos infectados con virus mediante el uso de insecticidas sistémicos
o la remocion de la vid (ya sea mecanicamente o luego del tratamiento con glifosato) para
controlar la propagacion del virus del enrollamiento de la hoja de la vid-3 en Sudamérica.
G. Pieterson® hace un resumen de las estrategias para el control de la propagacion de las
enfermedades y el avance de la investigacion.

Es también importante determinar con precision los problemas en el vifiedo antes de la
replantacion. Ciertos agentes patégenos pueden sobrevivir en el suelo o en las raices
residuales de las vides por largos periodos de tiempo y pueden reinfectar (servir como
inoculador) el nuevo vifiedo. Saber qué es exactamente lo que causa el problema en el
vifedo y tomar medidas preventivas ayuda a prevenir (minimizar) el restablecimiento de
agentes causantes de enfermedades.

Este trabajo detalla las razones mas comunes para el analisis de las vides, la interpretacién
de los resultados de laboratorios, y los temas acerca de confiabilidad de los analisis y
estrategias para analizar. El proposito de este articulo es brindarle al lector la informacion
necesaria para la toma de decisiones con respecto a las materiales para la plantacion, la
remocién y reemplazo, y operaciones de injerto en la parte superior (top-working) para crear
y mantener un vifiedo saludable.
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¢{POR QUE ANALIZAR LAS VIDES?

Los profesionales expertos en vides las analizan por diversas razones: 1)
decisiones con respecto a la plantacion y propagacion; 2) toma de decisiones
acerca de operaciones de injerto en la parte superior; 3) decisiones acerca de la
adquisicion de vifedos; v 4) el estado de salud de los clones favoritos previo a la
eliminacién o propagacion de la enfermedad. En general los analisis de laboratorio
se realizan para determinar el estado de salud o enfermedad de las vides. Por
ejemplo, muchos productores realizan analisis en sus vides para saber qué es o
que esta causando los problemas en las vides—como un retraso para que se
abran los brotes, deterioro, maduracion desigual de las uvas, o baja produccion.
Hay situaciones especificas en las que se recomienza el analisis. Primero, el
analisis se recomienda al momento de tomar decisiones de plantacion. Se deben
dar muestras de la vid “madre” para que se analice la presencia de agentes
patdégenos dafinos. De acuerdo a los resultados de los analisis, se rechazan o se
plantan las vides.

En segundo lugar, a los vifiedos frecuentemente se les realizan operaciones de
injerto en la parte superior para cambiar la variedad de uva, garantizada por las
condiciones de mercado. Saber el estado de enfermedad del antiguo y del nuevo
vastago brinda informacién acerca del potencial de éxito de una cierta
combinacioén con el porta injerto.

En tercer lugar, los productores deben analizar sus clones favoritos para
determinar el estado de salud antes de usar tratamientos para la eliminacion de
enfermedades. Finalmente, se analizan muestras de las vides para saber su
rendimiento potencial y la longevidad del viliedo como una condicidon para la
compra cuando el vinedo esta en venta.

ESTRATEGIA DE ANALISIS

Es importante tomar las muestras mas significativas para permitir que el
laboratorio detecte la presencia de agentes patdgenos virales. Cualquiera sea la
razon para la realizacion del analisis, se debe tener una metodologia o estrategia
de muestreo cientifico bien planeada para obtener un verdadero beneficio del
proceso. En la mayoria de los casos, se hara un muestreo de un porcentaje
limitado de las vides.

Es de gran importancia analizar tanto el vastago como el porta injerto. Muchos
productores someten para el analisis de laboratorio injertos de banco (vides
injertadas en criaderos y cultivadas en el campo por uno o dos afios). Se deben
presentar muestras tanto del vastago (clon) como del porta injerto para que
obtener una optima deteccidon de agentes patdgenos.

Esto es de especial importancia cuando se realiza un analisis para detectar la
presencia de virus asociados con enfermedades como el enrollamiento de la hoja
y rugosidad de la madera. Estos virus se diseminan lentamente en la vid y pueden
no haber tenido suficiente tiempo para diseminarse (0 acumularse) desde el
vastago o porta injerto infectado por lo que pueden no detectarse utilizando los
meétodos de analisis disponibles.

AUN realizando este tipo de practica, puede ser dificil detectar la presencia de
ciertos virus en injertos de banco. Por o tanto es importante analizar el vastago y
porta injerto antes de realizar el injerto. Esto hace que el laboratorio pueda tomar
muestras de secciones maduras de la vid, lo que mejora la deteccidon de muchos
Vvirus que se encuentran en bajas concentraciones.

Una practica aun mas efectiva seria analizar la vid madre de la que se sacan los
cortes. Es importante evaluar al vastago y porta injerto madre visualmente durante
la estacion de cultivo. Este analisis visual ayudara a realizar de mejor manera la
seleccion de las muestras teniendo en cuenta vides sospechosas o categorias de
vides sospechosas. Se registrara la ubicacion exacta de las vides a analizar y se
recolectaran y analizaran las muestras que representan las diferentes categorias
de sintomas en la estacion correcta.

Cuando se realizan operaciones de injerto en la parte superior de un vifedo
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establecido, la razédn para analizar tanto el material existente como el nuevo es
obvia: seria muy malo si, teniendo en cuenta todo el esfuerzo que se pone en el
proceso, se reinfectara la vareta limpia al unirla a un porta injerto infectado o
viceversa. En general las operaciones de injerto en la parte superior se realizan sin
tener conocimiento previo del estado de enfermedad de un vifiedo establecido o
del vastago nuevo. Realizar operaciones de injerto en la parte superior de un
vifledo existente sin realizar un analisis apropiado es un riesgo innecesario.

Se aconseja que los productores analicen tanto la vid original (la porcidn que
queda en el campo) como el origen de la nueva vareta. Hacer un rastreo del
origen de las vides para obtener informacion acerca de la vid madre en el criadero
o el vinedo es tan importante como la estrategia de muestreo sugerida arriba. Esto
le permite al productor o al personal del criadero poder rastrear el origen en el
caso de tener problemas.

Muchas combinaciones de vastago y porta injerto pueden no presentar sintomas
inmediatamente. Los sintomas se pueden presentar uno o dos afios después de
realizadas las operaciones de injerto en la parte superior. En algunos casos la
presencia de agentes patdgenos en la vid original combinados con un segundo
agente patdgeno en el nuevo vastago puede producir sintomas de enfermedad
severos luego del injerto.

Se deben hacer inspecciones visuales frecuentes y muestreo de vides para
monitorear el estado del vifiedo. Se deben desarrollar metodologias estadisticas
para el muestreo de las vides. El nUmero de muestras vy tipo de tejido (hojas,
ramas, etc.) dependera de la metodologia de analisis y los agentes patdgenos que
se quieren detectar.

REQUISITOS DE MUESTREO

La sensibilidad y exactitud del analisis se incrementan si se siguen las
metodologias de muestreo correctas. La sensibilidad en la deteccion de los
agentes patdgenos depende de los métodos utilizados para el diagndstico pero
también se ve influenciada por la estacion y la parte de la vid de la que se toman
las muestras.

Conocer la ubicacidon del agente patdgeno (partes de la planta donde se
encuentran los agentes patdgenos especificos) mejorara las posibilidades de
deteccion. En consecuencia, los lineamientos para el muestreo dependeran del
agente patdégeno a ser detectado. Ver lineamientos para muestreo estacional para
la deteccion de agentes patdgenos mas importantes de la vid en la Figura | y el
texto que se encuentra a continuacidon. Se deben recolectar y analizar en
laboratorio las porciones del tallo, tronco, corddn, y raiz con sintomas distintivos.
Cuando existe preocupacion acerca de agentes patdgenos como Agrobacterium
vitis, se deben recolectar la corona o porciones aéreas de la vid durante todo el
afo.

Cuando se realiza un analisis para la deteccion de Xylella fastidiosa, el agente
causante de la enfermedad de Pierce, se deben tomar muestras del tallo y de los
peciolos de las hojas en la porcidon basal de la vid a partir de fines del verano y
hasta fines del otofio.

Para detectar el virus de de la hoja en abanico (fanleaf virus) y otros virus
transmitidos por nematodos, se deben tomar muestras de las puntas de los brotes
a principios de la temporada de cultivo. Para otros virus como el de enrollamiento
de la hoja o el de la rugosidad de la madera se deben tomar muestras del tronco,
corddn, o ramas desde principios del otofo y durante todo el estado de letargo.
Combinar muestras de dos 0 mas vifias en una sola muestra para analizar no es
recomendable ya que la sensibilidad de deteccidon se puede ver comprometida y
arrojar resultados confusos.
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Panel E

| Visita Invierno |

Figura 1: Calendario de tests de diagnostico en vid y visitas de campo.

Panel A: Grapevine leafroll associated virus (GLRaV-) 1, 2 (incluye GLRaV-2 RG), 3, 4, 5,6, 7, 9,
Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D (GVD), Grapevine Rupestris sterm
pitting associated virus (GRSPaV -(incluye la cepa Syrah), Grapevine fleck virus (GFkV); Panel B:
Grapevine fanleaf virus (GFLV), Arabis mosaic virus (ArMV), Tobacco ringspot virus (TRSV), and Tomato
ringspot virus (TORSV); Panel de Hongos: Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella spp.
Cylindrocarpon spp., Botryosphaeria spp. y otros.

ESTUDIO—LA IMPORTANCIA DE UN MUESTREO APROPIADO— DISTRIBUCION
DE VIRUS

Muchos profesionales de la vid se han preguntado por qué los resultados de los
andlisis son tan diferentes cuando se sometan muestras similares a distintos
laboratorios. Esto no es sorpresivo. Las metodologias de analisis pueden varias de
laboratorio a laboratorio. Se ha informado que la distribucion del virus varia dentro
de la misma vid. J. Monis y R.K. Bestwick han demostrado que los virus asociados
al enrollamiento de la hoja no se distribuyen uniformemente en las vides. 7 El
estudio también mostré que el lugar de la vid del que se toman y analizan las
muestras es crucial. Este estudio utilizd el método ELISA (del inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay- Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzima).

Aunque el uso de RT-PCR (del inglés reverse transcription polymerase chain
reaction- Transcripcion Reversa - Reaccidon en cadena de la polimerasa) ha
mejorado enormemente la sensibilidad para la deteccidn de virus, los mejores
resultados se obtienen cuando se toman las muestras correctamente y en la
época del afio apropiada. En resumen, los virus de las vides pueden detectarse de
forma adecuada en los tejidos de las hojas, ramas, corddn y tronco. Sin embargo,
la concentracion de los diferentes virus varia ampliamente en porciones diferentes
de la vid dependiendo de la familia del virus o grupo taxondmico.

La Figura |l muestra la distribucion del virus del enrollamiento de la hora de la vid-1
en estado latente. Se tomaron tejidos a lo largo de la rama y se analizaron. Las
areas oscuras de la figura representan las partes de la vid en las que no se
detecto virus. En las areas de coloracion intermedia, se detectd el virus en baja
concentracion

La Figura Il ayuda a explicar la variacion de los resultados de los analisis en el
mismo laboratorio y entre distintos laboratorios. Por lo tanto, se deben someter a
analisis multiples muestras para asegurar que los resultados de los analisis tengan
un alto nivel de confiabilidad.

Las muestras individuales (libres de tierra e insectos contaminantes) se deben
colocar en bolsas con cierre hermético debidamente rotuladas y con una toalla de
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papel seca para que absorba la humedad, y se deben enviar al laboratorio con
servicio de entrega rapida.

Figura 2: Distribucion de GLRaV-1 en una estaca durmiente.

INTERPRETACION DEL ANALISIS: RESULTADOS POSITIVOS/NEGATIVOS EN EL
LABORATORIO

Una pregunta muy frecuente es: ¢Cuando se es un resultado positivo un positivo
verdadero y cuando es un resultado negativo un negativo verdadero? Un resultado
positivo da certeza de que hay infeccion. Un resultado negativo indica que no se
detectd el agente patdgeno. Sin embargo, el resultado negativo puede darse
cuando el agente patdgeno que se intenta detectar se encuentra por debajo del
umbral de deteccion del analisis. Esto puede ocurrir cuando se toma una muestra
de una parte incorrecta de la planta, o cuando se toma la muestra en una época
del afo que no es la indicada, o cuando se incluyen multiples vides en una misma
muestra. Esto se conoce como falso negativo.

Asimismo un falso positivo se define como un resultado de laboratorio positivo
cuando en realidad la vid no esta infectada. Un falso positivo no deberia ocurrir
nunca, pero puede ocurrir. Para reducir al minimo los falsos positivos, la limpieza y
confiabilidad del laboratorio que realiza el analisis es indispensable. Un falso
positivo puede ocurrir si el laboratorio maneja el material con las manos
contaminadas o con guantes contaminados; crea contaminacion cruzada con
superficies, instrumentos, o contenedores; u opera en condiciones de limpieza que
Nno son las apropiadas. Todas las pruebas deben incluir controles positivos vy
negativos. El control positivo demuestra que el protocolo de la prueba funciona vy el
control negativo indica que no hay contaminacion cruzada entre muestras.

Una situacion que puede llevar a un falso positivo es que la metodologia utilizada
para detectar el agente patdgeno no sea lo suficientemente especifica para ese
agente patdgeno, o que hace que se detecten otras cepas o variantes del mismo
agente patdgeno. Sin embargo, en este caso la prueba por lo menos puede
detectar la presencia de un agente patdgeno—aungque no especificamente el que
se buscaba. Cepas y variedades de cada agente patdgeno pueden ser tan
dafinas como los aislados tipo y para los propodsitos de la prueba, los analisis
usualmente se desarrollan para detectar un amplio rango de aislados de cada
agente patogeno. *

Las causas de falsos negativos pueden ser variaciones estacionales en los niveles
de los agentes patdégenos, la distribuciéon erratica de agentes patdgenos en la vid,
la falta de patdgenos caracteristicos (gj. la presencia de un nuevo agente causante
de enfermedad), la falta de métodos de deteccidn de alta seguridad, o el uso
impropio de controles.

Si un productor envia muestras de vides sintomaticas para analisis sin saber la
casusa, el laboratorio puede hacer un analisis completo de virus y fungoideos y no
encontrar evidencia de infeccion de agentes patdgenos conocidos. Sin embargo,
la vid puede estar infectada con un agente patdgenos desconocido. Un falso
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negativo pude ocurrir porque el agente patdégeno no ha sido caracterizado, esto es
no hay un método disponible para su deteccion.

Es de gran importancia que el cliente sepa y comprenda el proceso de
recoleccion de muestras y que tenga confianza en el laboratorio al que le lleva las
muestras. En muchos casos, someter muestras adicionales puede ayudar a
determinar la causa de la enfermedad.

CONCLUSIONES

El autor espera que la respuesta a la pregunta “4Cuando analizar?” esté mas
clara. Una buena estrategia es siempre analizar las vides antes de plantar para
asegurarse de que el estado de salud del nuevo vifiedo sea bueno.

Aunque el analisis de un vifiedo ya implantado puede resultar tardio para resolver
un problema ya existente, es aconsejable realizar un analisis para detectar la
causa del problema, evitar la propagacion de ciertos agentes patdgenos, y
determinar la posibilidad de utilizar las vides para realizar futuras propagaciones u
operaciones de injerto en la parte superior.

Someter a analisis tantas muestras como sea posible de acuerdo al presupuesto
(mas de una muestra por vid) aumentara las posibilidades de deteccidon de virus
que se encuentran distribuidos de forma poco uniforme.

Hay muchas razones para analizar las vides para la deteccion de agentes
causantes de enfermedades. Cuando se recolectan los materiales para la
propagacion, se deben analizar tanto el vastago como el porta injerto madre. Es
también importante la comprension de los procedimientos de muestreo y de
variabilidad estacional que son 6ptimos.

La confianza en los resultados de los analisis—para minimizar las posibilidades de
falsos positivos y falsos negativos— se logra de mejor manera al recurrir a un
laboratorio que emplea metodologias y controles meticulosos. Los productores y
las personas encargadas de los vifledos deben trabajar junto a un patélogo
especialista en plantas y asesores para determinar cual es el laboratorio que mejor
se adapta a sus necesidades. La decision de realizar un analisis de laboratorio
para hacer una plantacion estratégica y planes financieros es un paso importante
para el manejo exitoso de un vifedo.
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