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RESUMEN

Mediante analisis por test ELISA de hojas de vides (Vitis vinifera L.) del cv. Pedro Ximénez,
procedentes de 28 parcelas experimentales distribuidas por la DOMM, se determind el nimero de
cepas infectadas por el virus del entrenudo corto infeccioso (GFLV). Cinco de las parcelas, no
mostraron planta virdtica alguna; otras siete, presentaron bajo nivel de contaminacion (< 15%); en
otras cinco parcelas, el nimero de plantas atacadas estuvo comprendido entre el 15 y el 30%, es decir,
ya tuvieron un nivel notable de ataque, y por ultimo, en las 11 parcelas restantes el numero de plantas
afectadas superd el 30%, lo que se consider6 como un grado de infeccion muy elevado. No se
encontré relacion entre el nimero de cepas virodticas y la edad o la densidad de la plantacion, o el tipo
de portainjerto empleado. Sin embargo, pudieron establecerse agrupaciones territoriales de parcelas
con niveles similares de contaminacion, lo que pudo estar relacionado con el uso de material,
infectado para realizar los injertos y/o la presencia de Xiphinema index en la zona, como las causas
mas importantes en la transmision del virus.

No obstante la variabilidad indicada en cuanto al porcentaje de plantas viroticas, el conjunto de la
DOMM se consideré como bastante afectado. Por ello, intereso el saneamiento del material, lo que se
logrd a nivel del 92% por cultivo "in vitro" de meristemos. Se observo que la planta saneada crecid
mejor in vitro que la afectada por entrenudo corto.

Este trabajo ha sido realizado en colaboracion con la Direccion General de Investigacion y
Formacion Agraria de la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia.

(*) Autor Correspondiente.

INTRODUCCION

El marco Montilla-Moriles, situado al sur de la provincia de Cérdoba, es un area tipica del vifiedo
espafol. La produccion de sus vinos, principalmente generosos, aunque ultimamente ha tomado
importancia la elaboracion de blancos de mesa, esta protegida por la denominacion de origen
Montilla-Moriles (DOMM). El cv. Pedro Ximénez, ocupa una extension de 11.104 Ha, lo que
representa el 90% de la viticultura de dicha zona. Esta variedad da buenas producciones y elevada
calidad, en especial en los terrenos altos y sanos.

El virus del entrenudo corto infeccioso (GFLV) es el mas extendido, el que causa mas graves dafos y
mayores pérdidas econdmicas en el vifiedo mundial (Ribereau-Gayon y Peynaud, 1986; Krastanova et
al., 1995) entre los diferentes virus de la vid. La gran difusion de esta enfermedad se debe a las buenas
condiciones hospedadoras de la planta (Coiro ef al., 1984) y a la existencia de diferentes vectores de
transmision. Desde hace tiempo, se conoce que el virus se difunde a través del suelo (Rathay, 1882;
Pantanelli, 1910 y Petri, 1912). Branas et al. (1946) asociaron la proliferaciéon del virus con
inoculaciones provocadas por pulgones y cicadélidos. Arnoud (1973), relaciond la difusion de la



enfermedad con la presencia de filoxera. Hewit et al., (1958) demostraron por primera vez la
capacidad de los nematodos para transmitir virus vegetales, al descubrir que el Xiphinema index
actuaba como agente causante del entrenudo corto infeccioso en la vid. Segun Das (1966) solo son
necesarios 15 minutos de contacto para que un X. index pueda infectarse con el virus y 24 horas para
que sea capaz de transmitirlo. Dado que el X. index se encuentra en practicamente todos los vifiedos
espafioles (Weiland y Pérez-Camacho, 1995; del Moral et al., 1998) se puede deducir la importancia
de este agente de infeccion.

Ravaz (1960) indicod que el injerto con material contaminado era otra forma de transmision del virus.
En la situaciéon de muchas DO del vinedo espafiol, en las que se emplea material sin controlar para
realizar los injertos de nuevas plantaciones y dada la posibilidad elevada de que dicho material esté
infectado, el factor humano puede ser la fuente principal de difusion del virus.

Entre los medios que existen para detectar la presencia del virus del entrenudo corto infeccioso en la
planta (Ribereau-Gayon y Peynaud, 1986), el test serologico ELISA (Sanchez-Vizcaino y Cambra,
1981; Clark y Bar-Joseph, 1984; Gugerli et al., 1984; Chu et al., 1989) esta especialmente indicado
por su rapidez y fiabilidad (Clark, 1981; Golino et al., 1992; Forsline et al., 1996).

Cuando existe un nivel elevado de infeccion virica, como ocurre frecuentemente con el entrenudo
corto infeccioso, es conveniente disponer de meétodos eficaces para el saneamiento de las plantas. La
termoterapia (Vuittenez, 1962) y el cultivo in vitro de meristemos (Gifford et al., 1961; Galzy, 1969;
Barlass y Skene 1978; Harris y Stevenson 1979) son las técnicas mas frecuentemente utilizadas.
Cantos et al., (1993) combinaron ambos métodos con muy buenos resultados en el saneamiento del
cv. Zalema.

El presente trabajo pretende determinar el nivel de infeccion y la distribucion territorial del virus del
entrenudo corto infeccioso (GFLV), en el cv. de vid Pedro Ximénez en la DOMM, mediante analisis
por test ELISA. Ademas, trata de conocer la respuesta de dicho cv. al saneamiento de la enfermedad
por cultivo in vitro de meristemos apicales.

MATERIALES Y METODOS

Se eligieron 28 parcelas con una extension aproximada de 0.3 Ha, repartidas por la DOMM (fig.1).
Como material vegetal para el andlisis de la virosis se eligio una hoja por cepa, que ya habia
alcanzado su tamaio final y situada hacia la mitad del sarmiento (6° nudo). Se tomaron mas de 100
hojas-cepa, por parcela. Las hojas, debidamente sefialadas, se trasladaron al laboratorio en nevera
donde se lavaron 2 veces con agua de la red y dos veces con agua Milli-Q. Una vez limpio el material
se 1nici6 el analisis por test ELISA (Gugerli ef al., 1984). Para ello, se cortaron trocitos del mesofilo
de cada hoja que se introdujeron en un tubo eppendorf para ser homogeneizados en presencia de 1.5
cc de tampon de extraccion. El extracto de cada hoja se conservo a 20°C y a medida que fue necesario
se utilizaron para ser analizados.

Para el saneamiento del material de Pedro Ximénez, se cultivaron in vitro explantos de
aproximadamente 2 cm de longitud, obtenidos a partir de sarmientos con sintomas claros de estar
infectados por el virus. Para mayor seguridad de que el material a propagar estaba infectado por el
virus se analizo mediante test ELISA y solo se cultivo in vitro aquel que dio claramente positivo. Las
plantas cultivadas in vitro a partir de los explantos virdticos se volvieron a analizar por test ELISA y
de ellas se destacaron meristemos apicales de 0.1-0.2 mm que se volvieron a cultivar in vitro. Las
plantas obtenidas se analizaron de nuevo por test ELISA.

Tanto para el cultivo in vitro de los meristemos como de los explantos, se utilizéo el medio VID
(Troncoso et al., 1990) aunque en el primer caso se le afiadio el complejo vitaminico de White (1954).

Las condiciones de incubacion para ambos tipos de material fueron en camara de cultivo a 25+ 1°C de

temperatura, 30 uEm'zs'1 de iluminacion y 16 horas de fotoperiodo. Para el trasplante del material in
vitro a condiciones externas se utilizo la técnica propuesta por Cantos et al., (1993).



RESULTADOS Y DISCUSION

Nivel de infeccidn vy distribucidn geografica de la virosis

En la tabla 1, se indica el numero de cepas por Ha (densidad de plantacién), la edad de las plantas y el
tipo de portainjerto utilizado, como factores que pudieran estar relacionados con la presencia del
virus, y el tanto por ciento de cepas viroticas (nivel de infeccion). Se observé una gran variabilidad en
cuanto a este Ultimo parametro. En cinco parcelas no existieron plantas infectadas; otras siete,
mostraron presencia del virus en un numero bajo de cepas (< 15%); otras cinco parcelas, tuvieron ya
un tanto por ciento alto de vides contaminadas (15-30%) y finalmente, en las 11 parcelas restantes, la
difusion de la enfermedad fue muy elevada (> 30%) y en algunos casos, extrema. En consecuencia,
junto a la variabilidad indicada, también se puede decir que el nivel de contaminacién por el virus del
entrenudo corto infeccioso (GFLV) es bastante alto en el conjunto de la DOMM.

No se observo relacion alguna entre el niimero de cepas virodticas y el nimero de plantas por Ha. Esto
pudo ser debido a las pocas diferencias en la densidad de plantacion entre las distintas parcelas, lo que
no permitié una gradacion suficiente de las mismas por este parametro. También, a la existencia de
causas mas importantes en la difusion del virus como la accion de los nematodos (Hewitt et al., 1958;
Cohn et al., 1970; Weiland y Pérez-Camacho, 1995) o el factor humano (Rowhani and Golino, 1995)
especialmente por el uso para injertar de material no certificado, tomado directamente de campo y con
altas posibilidades de estar virosado. Tampoco se encontrd relacion entre el nimero de plantas
virdticas y la edad de la plantacion, al contrario de lo indicado por Paneque ef al., (1999) al estudiar la
distribucion de la infeccion por GFLV en el cv. Palomino Garrido Fino del Aljarafe (Sevilla).
Posiblemente, la falta de correlacion entre la edad de la cepa y el grado de contaminacidon por
entrenudo corto infeccioso en las parcelas aqui consideradas, fuese debida a algo parecido a lo
indicado para la densidad de plantacion. Es decir, a la similitud de edad de muchos de los vifiedos y a
la mayor influencia de los otros factores citados. Tampoco se observo una relacion clara entre el
numero de cepas atacadas y el portainjerto correspondiente, aunque entre las parcelas con menor
grado de infeccion abund6 mas el portainjerto 110R que el 41B, que fueron los mas usados.

En el mapa de la DOMM (fig 1) se situan las parcelas geograficamente y segun su nivel de infeccion.
Se clasificaron en tres categorias: infeccion leve (<15%), infeccion media (15-30%) e infeccion
elevada (> 30%). Se observa que, con frecuencia, las parcelas con grados similares de ataque, se
agrupan en areas proximas entre si. Asi, de las 12 parcelas con nivel leve de infeccion, cinco se
encuentran en el centro de la llamada Sierra de Montilla, al SE de la ciudad de ese nombre, en lo que
constituye una de las 4reas mas clasicas y de suelos con mayor calidad vitivinicola de la DOMM
(Garcia del Barrio et al., 1980). Otras seis parcelas, se sitlian en areas circundantes de la ciudad de
Moriles, aunque algunas fuera de su término municipal, pero siempre en la misma region natural. Esta
area también estd formada por suelos con alta calidad vitivinicola (Garcia del Barrio et al., 1980). En
el otro extremo, las 11 parcelas clasificadas como fuertemente infectadas por GFLV se pueden
agrupar en cuatro areas principales: Tres parcelas en los suelos muy arenosos de los alrededores de
Montemayor y la Rambla; otras tres al SO de Moriles hacia Puente Genil; dos parcelas cercanas a
Cabra y por ultimo otras tres en los bordes de la Sierra de Montilla. Las parcelas cuyas cepas
mostraron niveles medios de contaminacion se sitian de forma mas dispersa. Las dos formas que se
aceptan que favorecen mas la difusion del virus del GFLV, nematodos (Hewitt ez al., 1958; Weiland y
Pérez-Camacho, 1995) y factor humano (Rowhani and Golino, 1995) pueden explicar la tendencia al
agrupamiento de las parcelas con niveles parecidos de infeccion.

No obstante la variabilidad existente entre el nivel de contaminacién por GFLV entre las distintas
parcelas, el nimero de las mismas con proporcién media o alta de plantas virdticas es muy elevado,
por lo que se puede considerar que en el conjunto de la DOMM el grado de afeccion por la
enfermedad es importante. En consecuencia, interes6 abordar el saneamiento del material atacado.

Saneamiento del material atacado



Como primer paso para sanear el material de vid Pedro Ximénez afectado por GLFV, se cultivaron in
vitro explantos obtenidos a partir de cepas que mostraban sintomas de la enfermedad. No obstante,
para mayor garantia de que se partid de un material virotico, se hicieron pruebas de test ELISA, hasta
tener la certeza de que todos los explantos puestos in vitro estaban contaminados por el virus. Las
plantas asi obtenidas in vitro, se volvieron a someter a test ELISA y se comprobd que todas estaban
virosadas. Es decir, que los explantos con virus cultivados in vitro, dieron lugar a plantas cuyas hojas
nuevas, formadas in vitro, ya dieron positivo al test ELISA. Este hecho indic6 la facilidad y rapidez de
transmision del virus por el interior de los tejidos de la planta en las condiciones favorables del cultivo
in vitro. Monis y Bestwick (1996) también indicaron que el cultivo in vitro favorece el desarrollo del
virus del entrenudo corto en el material de vid. De estas plantas, se obtuvieron los meristemos que de
nuevo se cultivaron in vitro. Como habia ocurrido en experimentos anteriores con otras variedades de
vid (Cantos et al., 1993; Paneque et al., 1999) los meristemos respondieron muy bien a las
condiciones del cultivo in vitro (tabla 2) y aunque con un ritmo de menor crecimiento que cuando se
utilizé un explanto (tabla 3) se desarrollaron practicamente al 100% para regenerar nuevas plantas o
tallos aun sin radicar. El tanto por ciento de radicacion hasta la fecha que se considera alcanzd un 42%
sin haber utilizado un medio de cultivo especifico para ese objetivo. El andlisis por test ELISA de las
plantas obtenidas in vitro, mostré un nivel de contaminacion de solo el 8%, lo que significé un
porcentaje muy elevado de plantas sanas. Estos resultados coincidieron con los obtenidos por Harris
and Stevenson, 1979; Cantos ef al., 1993; Paneque ef al., 1999 con otras variedades de vid y confirmé
las garantias del procedimiento del cultivo de meristemos in vitro para sanear material de vid. Cuando
se volvieron a cultivar in vitro explantos obtenidos a partir de las plantas sanas, se observd que el
crecimiento de sus tallos fue superior al logrado en los tallos nacidos de explantos viroticos (tabla 3).
Es decir, el material contaminado crecié menos in vitro que el sano, lo que ya se habia observado con
otras variedades de vid (Wolpert et al., 1996).

La obtencion in vitro de plantas libres de virus a partir de meristemos, frente a lo que ocurrio al
cultivar in vitro explantos infectados, cuando se obtuvieron plantas también contaminadas por la
enfermedad, indicd que el meristemo estaba aun sin atacar. Es decir, que no obstante la rapidez de
infeccion de la planta in vitro a partir del explanto virdtico (las hojas recién formadas de estas plantas
dieron positivo a ELISA) el crecimiento apical permitié disponer de material no contaminado, que al
cultivarlo in vitro regenerd una planta sana. De este modo se confirmd que el crecimiento del
meristemo apical fue superior a la difusion del virus, no obstante las condiciones favorables del
cultivo in vitro.

El uso de la técnica de Cantos et al., (1993) para el trasplante del material desde in vitro a ex vitro
permiti6 la supervivencia de practicamente el 100% del mismo, y su cultivo en macetas en
condiciones de invernadero de disponer de sarmientos sanos para ser utilizados en los nuevos injertos.

Tabla 1. Caracteristicas y grado de infeccion por el virus del entrenudo corto infeccioso (GFLV) de
las cepas de las parcelas seleccionadas en la DOMM.

Parcela Cepas/Ha Edad Portainjerto % cepas
virdticas
1 2500 - 110-R 0
12 3086 - 41-B 0
15 2827 20 110-R 0
20 3636 20 41-B 0
28 3265 7 161-49-C 0
25 3200 25 110-R 8
27 2887 6 41-B 9




13 1600 36 110-R 9

14 1834 35 110-R 9.5
11 2500 5 110-R 10
24 3199 34 161-49-C 12
21 3636 20 41-B 13
5 2500 25 110-R 17
7 2827 20 161-49-C 19
6 2268 10 41-B 20
18 4000 20 110-R 20
8 2667 25 110-R 20
22 3199 25 420 AM 33
23 3199 38 41-B 33
9 2500 30 110-R 36
26 3333 17 161-49-C 40
3 1890 23 110-R 41
16 3000 30 41-B 43
19 3575 14 41-B 46
2 2827 - 110-R 50
10 3996 32 110-R 50
4 2500 26 41-B 67
17 2827 34 41-B 79

Tabla 2. Desarrollo y nivel de infeccion por el virus GFLV de meristemos de vid Pedro Ximénez

Diasde | Long. | N°de |[Radicacion | Long. |Nivel de Infeccion
cultivo | tallo | nudos (%) raiz
(mm) (mm) (%)
Plantas de |Plantas
procedencia | obtenidas
15 5 1.7 0 0
30 9 2.8 0 0
45 12 3.9 0 0 100 8
60 15 4.7 25 12
75 22 5.3 33 30
90 29 6.3 33 40




105 34 6.3 42 42

Tabla 3. Comportamiento in vitro (45 dias de cultivo) del material de Pedro Ximénez virdtico y
limpio de virosis GFLV.

Material |Procedencia | Infeccion | Longitud N°de ||Radicacion
vegetal % del tallo nudos %
(mm)
Explanto Cepas 100 19 4 43
virdticas
Explanto | Plantas de 0 26 5 29
meristemos




Figura 1.- Incidencia de la virosis GFLV en cepas de la variedad Pedro Ximénez en la
zona de Montilla-Moriles expresada como porcentaje de cepas afectadas.
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