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1 Resumen

El virus del enrollamiento de la vid ataca tanto a la salud integra de la planta como a la
calidad de la fruta, siendo asi el virus mas relevante para el cultivo de la vid (Vitis vinifera
L.). Enfermedad presente en casi todos los paises del mundo, es causada por un
complejo de asociados, siendo el asociado numero 3 (GLRaV-3) la cepa mas

predominante y severa.

La eficacia de la proteccion cruzada y su uso como mitigacion contra enfermedades
virales ha sido comprobada y eficaz en distintos cultivos, ante lo cual, este método es una
posible oportunidad para el control de esta enfermedad que genera efectos perjudiciales
en la vid. Para tal fin se obtendra material viral atenuado y agresivo de vifedos aledafios a
la zona, posterior a la obtencién de este material, se realizara la inoculacién sobre plantas
certificadas de vid y asi desafiar el mecanismo de resistencia adquirido para poder
determinar y conocer la eficiencia de la cepa atenuada mediante proteccién cruzada. Para
corroborar y evaluar el procedimiento, sera evaluado tanto fenotipicamente, expresado
por la coloracion roja y el enrollamiento de las hojas como también se corroborara a nivel
molecular en pruebas de laboratorio (RT-PCR) y asi determinar la presencia o ausencia
del virus. Para concluir estos procesos realizados en campo y en laboratorio, se dispondra
la informacion obtenida sobre la eficiencia de la cepa atenuada como método de

proteccion contra la cepa agresiva que genera sintomatologia negativa en la planta



2 Definicién de problema y oportunidad

El panorama vitivinicultor para Chile se ve favorecedor debido al potencial climatico que
posee el pais, variable de norte a sur, posee desde climas mediterraneos como también

zonas frias idoneas para cultivar distintas variedades.

Chile ha ido aumentando su produccion y su superficie cultivada con vides viniferas, en
1930 se catastraron 79.000 hectareas de vid para produccion de vino, y el catastro
vitivinicola 2016 informa la presencia de 145.873 hectareas (SAG, 2016). Casi doblando
la superficie nacional cultivada, por ende, Chile ha encontrado un area agricola en la cual
se puede desempenar con un alto potencial productivo. Con respecto a la produccién, en
los ultimos 10 anos ésta se ha duplicado (ODEPA, 2018). Referente a las exportaciones,
Chile ha llegado a ser el cuarto pais exportador de vino a nivel mundial, con 1.969
millones de délares (USD) (ODEPA, 2018), sobrepasando a Argentina, Australia, Estados

Unidos los cuales son fuertes competidores para el pais en términos productivos.

Sin embargo, la vid se ve seriamente afectada ya sea por enfermedades criptogamicas
como oidio, pudricion gris y enfermedades de la madera como también por enfermedades
virales (Bettiga, 2013). Dentro de éstas destacan el virus del enrollamiento de la vid
(GLRaV) y el virus de la hoja en abanico de la vid (GFLV). De estos dos, el mas dafino y
perjudicial para la fruta en términos de composicion quimica y fisica, es el virus del
enrollamiento (Martelli, 2012), Grapevine leafroll associated virus (GLRaV) es conocido
mundialmente en la viticultura como uno de los virus mas importantes que deterioran a la
vid (Vitis vinifera L.) y a su fruta (Martelli, 2012). Al menos 9 virus serolégicamente
distintos estan asociados a leafroll disease (GLRaV-1 a GLRaV-9), todos pertenecientes a
la familia Closteroviridae, género Ampelovirus, a excepcion de GLRaV - 2 que esta
clasificado en el género Closterovirus y GLRaV - 7 en el género recientemente reconocido
Velarivirus (Naidu et al., 2015).

El asociado 3 es el mas severo de los mencionados e implica grandes pérdidas
economicas, debido al menor rendimiento y menor calibre presente en la fruta (Lee et al.,

2009), y ademas, se esparce rapida y eficazmente, por dos métodos principalmente;



transmisién por vectores de la familia Pseudococcidae (Tsai et al., 2008), o ya sea por

material vegetal infectado con el virus (Martinson et al., 2008).

Adicionalmente a los problemas mencionados y descritos anteriormente causados por
leafroll disease, la uUnica manera de erradicar el virus, es reemplazar los vifiedos
infectados por una plantacion limpia de vides, esto hace referencia al uso de material
vegetal tanto porta injerto como injerto posean una certificacion libre de virus (Martison et
al., 2008). No obstante, un vifiedo libre de GLRaV - 3 puede infectarse nuevamente
debido a su transmision por vector de manera semipersistente por Planococcus sp.
(Golino et al., 2002).

Debido a lo descrito anteriormente, para cerciorarse de evitar una infeccidon viral de
GLRaV - 3 y tener un vinedo libre de infecciones virales que perdure en el tiempo es
mediante una adquisicién de resistencia o tolerancia por parte de la planta. Ante esto, se
ha experimentado para seleccionar una cepa atenuada de este virus, que fue descrita en
el 2009 por Habili, esta cepa fue analizada en Vitis vinifera cv. Crimson Seedless en la
zona occidental de Australia. Este estudio se realizd con el propdsito de analizar el

desarrollo fenotipico de la cepa atenuada del virus en la uva de mesa.

Como se ha descrito y realizado anteriormente en otros tipos de virus, como en Citrus
tristeza virus (CTV), las cepas atenuadas de virus son eficaces para realizar proteccion
cruzada en plantas y asi evitar una infeccién viral futura (Ziebell y MacDiarmid, 2017). Por
lo cual se evaluara una estrategia para adquirir resistencia a leafroll disease en vid
mediante una cepa atenuada de Grapevine leafroll associated virus 3, este mecanismo
debe ser eficiente para el control de la enfermedad ya mencionada y asi obtener una

planta libre de virus.



3 Hipétesis

Existe una cepa atenuada del virus del enrollamiento de la vid (GLRaV-3) capaz de
generar una respuesta eficiente ante una cepa agresiva debida a un mecanismo de

proteccion cruzada en Vitis vinifera.
4  Objetivo general

- Evaluar la eficacia de la cepa atenuada de Grapevine leafroll-associated Virus 3 como
mecanismo de resistencia en Vitis vinifera contra una cepa agresiva del virus del

enrollamiento de la vid.
5 Objetivos especificos

- Obtener e identificar al menos una cepa viral atenuada y una agresiva de Grapevine
leafroll-associated Virus 3.

- Evaluar la patogenicidad o virulencia en plantas de vid libre de enfermedades

- Realizar pruebas de proteccion cruzada y seleccionar las plantas que lograron adquirir

el mecanismo de resistencia de manera eficiente.



6 Estado del arte
6.1 Cultivo de la vid

Vitis vinifera L., o0 mejor conocida como vid europea, e€s una especie perteneciente a la

familia Vitaceae. Los ejemplares de esta familia son arbustos trepadores y lefiosos (no
autosoportante), con zarcillos opuestos a las hojas (Martinez de Toda, 1991). Vitis vinifera
es una planta caducifolia, con brotes mixtos, produciendo inflorescencias hermafroditas
que llegan a ser racimos con bayas. Originaria de Asia, es la variedad cosmopolita por
excelencia para la produccién de vinos. Su distincidon con la uva de mesa es debido a un

tema genético varietal y por los sistemas de conduccién empleados en su produccion.

6.2 Cultivo de vid vinifera a nivel mundial

6.2.1 Producciones mundiales

Acorde a las estadisticas anuales de la FAO, al afio 2014 se sefiala que se produjeron
29,1 millones de ton. Los principales productores de vino en el mundo son Francia, ltalia,
Espafa, seguidos por Estados Unidos, China y Argentina. Cabe destacar que Chile se

posiciona en el séptimo lugar (FAO, 2014).

6.2.2 Superficies de vides del mundo
En el ano 2017, se declararon las siguientes dimensiones de vifiedos en distintos paises
del mundo. En las areas a mencionar se incluyen vifiedos y predios que producen uva

pero con distintos fines comerciales, ya sea uva para vino, consumo en fresco o pasas.

Espafa presenta la mayor cantidad de hectareas, al ano 2016 se declararon 975.000
hectareas aproximadamente, China le sigue con 847.000 ha, sin embargo este pais
destina solamente el 12% de su produccion a vinos. En tercer y cuarto lugar se encuentra
Francia con 785.000 ha e ltalia con 690.000 ha, que al igual que Espafia, un alto
porcentaje de su produccion (99% y el 85% respectivamente) de uvas es destinada a
vinificacién (OIV, 2017).

6.2.3 Exportaciones e importaciones
Segun la OIV, al afio 2016 se estima que se comercializaron 104.000.000 de hectolitros,
los principales exportadores a nivel mundial corresponden a Espafia (22,9 millones de

hectolitros), Italia (20,6 millones de hl), Francia (14,1 millones de hl), en cuarto lugar se



encuentra Chile (9,1 millones de hl) y Australia se posiciona quinto a nivel mundial (7,5

millones de hl).

Con respecto a las importaciones, Alemania, Reino Unido y Estados Unidos son los
principales importadores de vino, estos paises importan 14, 13,5 y 11,2 millones de
hectolitros respectivamente. En menores cantidades se encuentra Francia con 7,9
millones de hl'y China con 6,4 millones de hl (OIV, 2017).

6.3 Cultivo de la vid vinifera en Chile

6.3.1 Superficie nacional cultivada

Al afno 2016, la superficie nacional dedicada a uvas viniferas y pisqueras fue de
137.374,93 y 8.498,65 hectareas, respectivamente. Existe un total de 145.873,58 ha
(SAG, 2016). De este total destinado a uva para vino, un 74% (101.269,80 ha)
corresponde a variedades tintas y el 26% (36.105,13) restante corresponde a cepas

blancas.

6.3.2 Produccion nacional de vino

Acorde al informe de produccién de vinos 2017 del Servicio Agricola y Ganadero (SAG),
en dicho ano se produjeron 949.205.801 litros. Del total declarado, un 84,8%
(805.061.414) pertenece a vinos con denominacién de origen, 11,6% (110.329.802)
corresponde a vinos sin denominacién de origen y un 3,6% (33.814.585) a vinos

elaborados a partir de uva de mesa.

6.3.3 Exportaciones de Chile

Al afio 2017 se exportaron 477,2 millones de litro de vino embotellado, comercializado a
3,19 dolares (USD) por litro, dando un total de 1.520,2 millones de ddlares (USD)
(ODEPA, 2018). Por otro lado, el vino a granel en el ano 2017 fue comercializado a 0,86
ddlares (USD) por litro, y se exportd un total de 393,9 millones de litros, generando un
ingreso de 340,1 millones de dodlares (USD) (ODEPA, 2018). Chile exporta vino
embotellado principalmente a China, Japén y Reino Unido. Con respecto al vino a granel,
los principales paises destino de este producto son: Estados Unidos, China y Reino
Unido.



6.4 Enfermedades de la vid

El crecimiento y desarrollo de la vid se puede ver deteriorado por varios agentes externos,
ya sean fitopatdégenos o plagas entomolégicas. Con enfoque al primer grupo mencionado,
existen diversos hongos a los cuales V. vinifera es sensible, principalmente enfermedades
criptogamicas como Botrytis cinerea y Erysiphe necator, causantes de pudricién gris y
oidio, respectivamente. Estos dos afectan mayoritariamente a la fruta, causando estragos
en periodos de vendimia. Por otro lado, enfermedades fungosas que causan enfermedad
de la madera o muerte de brazos, se encuentran principalmente Botryosphaeriaceae,
familia de ascomicetos, que generan danos a la planta e inciden directamente en su

crecimiento y vida (Bettiga, 2013)

Con respecto a las enfermedades virales que atacan a este cultivo, se encuentran:
Grapevine fanleaf virus (GFLV) o virus de la hoja en abanico de la vid, que presenta un
fenotipo mal formante foliar, estas adquieren una forma similar a un abanico acompafnada
de clorosis. También se encuentra Grapevine fleck virus (GFkV) o virus jaspeado de la
vid, sus sintomas también son deformaciones foliares acompafadas de clorosis irregular.
Un virus de importancia mundial es Grapevine leafroll-associated virus, con distintos
asociados que causan problemas a nivel de fruta como vida util de la planta (Bettiga,
2013). En este ultimo se hara énfasis sobre su sintomatologia y cédmo se ha sobrellevado

la enfermedad en los ultimos afios.

6.5 Virus del enrollamiento de la vid

Enfermedad constituida por 9 asociados serolégicamente distintos entre si y
pertenecientes a distintos géneros virales. Grapevine leafroll-associated virus 3 es una
especie del género Ampelovirus, familia Closteroviridae. Es el asociado mas severo y
dafino en las plantas, siendo asi el agente causal mas importante del virus del
enrollamiento de la vid. Las particulas de este virus son filamentos flexuosos con una
forma helicoidal, y su genoma es una sola hebra de ARN en sentido positivo (Naidu et al.,
2015).

6.5.1 Sintomatologia asociada a la enfermedad
Ademas de los sintomas fenotipicos foliares mencionados anteriormente, se produce una
alteracion quimica interna, afectando el rendimiento de la planta y la composicién quimica

de la uva.



Pérdidas de rendimiento: Comparativamente hablando, las vides infectadas con GLRaV —

3 tienen una pérdida de rendimiento del 40% comparado con las vides sanas. Esto se ve
reflejado principalmente en los kilos por planta producidos, en los racimos por planta, en
el peso de la baya y en la materia seca de estas mismas. El largo del racimo, su peso y la
cantidad de bayas por racimo demostré una diferencia asimismo, sin embargo,
estadisticamente los datos son similares. Con respecto al nimero de brotes se vio
reducido en un 31% con respecto a vides sanas, el largo de brotes en vides infectadas
cesd un mes antes que vides libres de GLRaV-3, peso de poda y la lignificacion de
sarmientos fue considerablemente reducida en vides infectadas comparadas con vides
sanas (Endeshaw et al., 2014).

Diferencias quimicas en las bayas: De igual manera se ve reflejada una alteracion de los

compuestos quimicos presentes dentro de la fruta, principalmente la cantidad de sdlidos
solubles totales, plantas infectadas con GLRaV — 3 presentan un 43% menos de gramos
por litro por vid (Endeshaw et al.,, 2014). La acidez titulable también presenta una
disminucion en las vides infectadas, en contraste con lo anterior los compuestos fendlicos
como antocianinas y fenoles no se vieron reducidos significativamente (Endeshaw et al.,
2014). Por otro lado, la uva en su composicion quimica presenta tres acidos: citrico,
malico y tartarico. No obstante, solamente el acido malico y tartarico son los que se
buscan en mayor concentracion en la uva para llevar a cabo las fermentaciones
correspondientes de manera deseable. Complementando lo dicho anteriormente, el acido
citrico es indeseable ya que es sustrato para las bacterias acéticas, por ende, no se busca
en altas concentraciones en la uva. En plantas infectadas, se analiz6 el mosto obtenido de
uvas y se vio en aumento el acido citrico y los otros dos acidos en disminucién, por ende,

perjudica la calidad potencial del vino (Montero et al., 2016).

Diferencias en fotosintesis e intercambio gaseoso: Acerca del intercambio gaseoso, se

estudiaron 4 variantes: fotosintesis neta, transpiracion, conductancia estomatica y didxido
de carbono intercelular (CO,). La fotosintesis neta se vio disminuida cuantiosamente en
plantas infectadas comparado con plantas sanas, asimismo con la conductancia
estomatica y la transpiracion. Sin embargo, el CO, intercelular se vio en aumento en los

meses que finaliza el verano, aumentando hacia el otofio (Endeshaw et al., 2014).



6.6 Transmision del virus

Todos los asociados correspondientes a Grapevine leafroll virus se propagan por injertos
previamente infectados y por su unidén con el porta injerto (Martinson et al., 2008).
Ademas de ocurrir via material vegetal, en algunos asociados la infeccion viral ocurre por
vectores pertenecen a la familia Pseudococcidae y a la superfamilia Coccoidea. Se ha
descubierto que de la familia Pseudococcidae; Pseudococcus longispinus (Targioni
Tozzetti), Pseudococcus viburni (Signoret), Pseudococcus maritimus (Ehrhorn), y
Planococcus ficus (Signoret) son vectores semipersistentes del virus (Martinson et al.,
2008; Golino et al., 2002). Acorde a las investigaciones de Tsai et al. (2008), Planococcus
ficus pierde su infectividad a los 4 dias después de haber adquirido el virus en su

organismo.

6.7 Situacion de Chile

Un estudio realizado por Fiore et al. (2008) en distintas regiones de Chile, demuestra los

siguientes porcentajes de infeccion en los vifiedos con los asociados -1, -2, -3. Con
respecto al primer asociado (GLRaV — 1) 89 de 2181 plantas estan infectadas (4,08%).
Para el segundo asociado (GLRaV — 2), 368 de 2479 plantas presentan la infeccion
(14,84%) y para el asociado mas severo, GLRaV — 3, 134 de 2170 plantas contienen el
virus (6,17%).

6.8 Manejo actual de la enfermedad

Un material vegetal limpio y certificado es lo que se ha establecido en la mayoria de los
paises vitivinicultores, esto con el fin de producir, mantener y distribuir vides sanas,

evitando asi la propagacion de la enfermedad entre vifiedos (Martinson et al., 2008).

El uso de pesticidas para controlar a los vectores puede ser Util, sin embargo su eficiencia
no es ciento por ciento efectiva (Golino et al., 2002). Sin embargo las practicas culturales
para controlar la enfermedad aun no estan definidas y es un tema de contingencia actual
este topico (Martinson et al., 2008).

6.9 Proteccion cruzada

La proteccion cruzada hace referencia a la proteccion que entrega una cepa atenuada de

un virus a una planta susceptible a la variedad infecciosa del mismo virus.

Este método ha demostrado ser una técnica eficiente para proteger cultivos de las cepas

mas severas, tales como virus mosaico amarillo de la calabaza (ZYMV), virus de la
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mancha anular de la papaya (PRSV), virus de la tristeza de los citricos (CTV), entre otros
(Ziebell y MacDiarmid, 2017). Este ultimo, pertenece a la familia Closteroviridae, al igual

que el virus del enrollamiento de la vid (Naidu et al., 2015).

Sin embargo, la proteccion cruzada no es aceptada ampliamente debido a los efectos
colaterales que pudiese inducir este método, como una infeccién aun mas severa debido

a mutaciones en la variante atenuada (Agrios, 2006).

Esta técnica consiste la replicacion del virus, al generar una doble hebra de RNA se
estimula a la planta que posee el inéculo de la cepa atenuada y asimismo la produccién
de enzimas tipo DICER, cortando las hebras en fragmentos mas pequenos de RNA, la
hebra anti sentido queda asociada al sistema enzimatico RISC. Sistema de
reconocimiento y degradacion de agentes externos a la planta (Ziebell y MacDiarmid,
2017;Ratcliff et al., 1999).

La cepa atenuada debe estar estudiada y es exigido que sea mas débil que la infecciosa,
ademas de ser estable genéticamente, evitando asi que mute a una cepa infecciosa
causando asi dafios en la planta. Ademas, la cepa atenuada no debe interactuar de
manera negativa con otros virus, evitando asi generar una sinergia entre estas y aumentar

el dano en el organismo (Ziebell y MacDiarmid, 2017).

6.9.1 Proteccion cruzada en vid

Segun Basso et al. (2016) la proteccion cruzada en vides es una posible estrategia
eficiente para el control de enfermedades virales transmitidas por vectores o por material
vegetal infectado. El uso de cepas atenuadas asintomaticas generan buenos resultados si

se manejan adecuadamente (Ziebell y MacDiarmid, 2017).
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7 Metodologia
Los siguientes ensayos seran realizados en el Laboratorio de Fitopatologia y Estacion
Experimental La Palma, de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, dependencias

ubicadas en Quillota, Regiéon de Valparaiso.

7.1 Obtencién de material vegetal y crianza

Las muestras de material vegetal a utilizar corresponden a la especie Vitis vinifera,
previamente testeadas para legitimar que estén libres de virus y correspondientes a la
variedad. La variedad que se utilizara sera Pinot Noir, debido a que esta planta presenta
antocianinas en su metabolismo que dan la coloracién roja y ademas el envero es
anticipado con respecto a otras variedades tintas, ante lo cual los sintomas foliares de la

enfermedad son faciles de visualizar y captar a la brevedad.

Debido a que estas plantas seran la base de los ensayos a realizar, deben ser criadas
bajo condiciones controladas, evitando cualquier tipo de estrés que pueda sufrir (luminico,
hidrico, climatico y topografico), ademas prevenir y evadir enfermedades y plagas que

puedan alterar el desarrollo del cultivo.

7.2 Aislados de GLRaV-3

7.2.1 Obtencion e identificacion de las cepas

Para el material viral, se obtendran al menos dos cepas atenuadas y una cepa infecciosa
de Grapevine leafroll associated virus 3. La recoleccion de este material se realizara en
los vifiedos del valle de Casablanca en cuarteles en los cuales la enfermedad esté

presente.

La cepa agresiva se obtendra de plantas de vid en las cuales esta enfermedad persista

por al menos dos ciclos productivos correlativos. Por otro lado, los aislados atenuados se
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obtendran de plantas asintomaticas aledafias a vides que presenten la sintomatologia

asociada al virus.

Se rotularan los contenedores que porten el material viral, con respecto a su
sintomatologia in situ, es decir, denominarlo segun la expresion fenotipica del virus en el
vifiedo, esto asi para diferenciarlos y evitar confusiones en laboratorio. Cada una de estas
cepas y su genotipo sera analizado por la prueba de diagndéstico molecular RT-PCR para

cerciorarse de que correspondan al virus y a dicho asociado.

7.2.2 Evaluacioén de la patogenicidad de las cepas virales

Una vez recuperado de los vifiedos el material viral, se procedera a corroborar el grado de
virulencia y asi identificarlos segun la sintomatologia que producen para asignarlos como
atenuado o agresivo. Esta labor se realizara inoculando en las plantas sanas de vid las
cepas rescatadas en vifiedo, para esto cada planta sera inoculada solamente con un tipo
de cepa. Se inocularan 5 plantas por cada cepa, 5 con la cepa agresiva y 5 plantas por

cada una de las cepas que en campo se presentaban como atenuadas.

Una vez realizados los in6culos y transcurrido el tiempo necesario para que la planta
rebrote, se procede a visualizar la sintomatologia foliar, primordialmente la presencia de
moteado rojizo y enrollamiento, principales sintomas de esta enfermedad. Acorde a como
se presente la planta (asintomatica o sintomatica) se clasificara la cepa segun su grado de

patogenicidad distinguiendo asi las cepas virales agresivas de las atenuadas.

7.3 Inoculacién con cepas virales sobre plantas de vid

Se utilizaran 20 plantas de vid por cada cepa atenuada encontrada. Cuando estas
alcancen el metro de altura, se podaran para estimular el desarrollo de nuevos brotes; al
realizar esta operacion, un grupo de 10 plantas seran inoculadas via injerto con la cepa

atenuada y las otras 10 restantes seran destinadas para fines comparativos.

Después de que el nuevo tejido crezca y genere brotes, del grupo de 10 plantas ya
injertadas con la cepa atenuada recibiran un nuevo inéculo correspondiente al de la cepa
agresiva. Asi desafiando el mecanismo de proteccion de la planta que se adquirid
mediante la cepa atenuada. Las 5 plantas restantes permaneceran solamente con la cepa

atenuada pertinente a su grupo.
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Con fin comparativo se dejaran 10 plantas sin inoculo, de las cuales 5 seran
posteriormente inoculadas solamente con la cepa agresiva obteniendo asi un testigo
positivo. Finalmente, las 5 plantas restantes no se inocularan, designadas como testigo

negativo.

7.4 Diagnéstico de virus

7.4.1 Comparacion fenotipica

Realizados los indculos correspondientes a cada ensayo se observara si las plantas
adoptaron el mecanismo de proteccion cruzada. Esto se corroborara con el testigo
negativo, si al menos una de las cepas atenuadas no presentase la sintomatologia
asociada al virus demostrada en el testigo positivo, quiere decir que adquirié de manera
eficaz el mecanismo de proteccion cruzada, por ende tolerara la enfermedad y no se vera

afectada cuando una cepa agresiva del virus la infecte.

7.4.2 Pruebas de diagnéstico molecular

Para realizar un diagndstico aiin mas preciso y corroborar la eficacia del mecanismo, se
procedera a identificar el genoma viral presente en plantas con el tratamiento de
proteccion cruzada. El diagndstico se basara en la prueba molecular RT-PCR para asi
corroborar de manera tangible la presencia o ausencia de la cepa infecciosa. Esta prueba
consiste en la transcripciéon del ARN de forma inversa en ADN complementario (cCDNA)
utilizando una transcriptasa inversa. A este ADN se le unen los primers, que comienzan a
generar la amplificacion del material genético, la ADN polimerasa incorpora nucleétidos a
lo largo de la cadena en sentido 5’ - 3’, generando asi copias de la molécula de ADN

original para su identificacion.
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9 Plan de trabajo

El proyecto consistira de 3 etapas:

l. Etapal:

Desarrollada en dependencias de la PUCV como también en vifiedos de la zona de
Casablanca, esta etapa consiste en la compra y preparacion de la estructura a utilizar y la

recoleccién de material viral como vegetal.

1.1. Compra de equipos € insumos:

Primer paso, consiste en el encargo y compra de materiales para el sombreadero,

equipos de laboratorio e insumos para llevar a cabo el proyecto. Duracion: 45 dias.

1.2. Construccién de sombreadero:

Posterior a la compra de materiales, se procedera a construir el sombreadero, estructura

donde se realizaran los ensayos. Duracion: 45 dias.

1.3. Obtencion del material viral en campo:

Para poder obtener los aislados necesarios que se requieren, se recurrira a recolectar
este material en los vinedos de Casablanca. Este proceso conlleva a la recoleccion de

material viral atenuado e infeccioso. Duracion: 60 dias.
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1.4. Obtencidon de material vegetal:

Simultaneo a la recoleccion de los indculos, se realiza un encargo de plantas a vivero. Se
pediran por encargo un lote de plantas al vivero Guillaume Chile S.A para obtener plantas

certificadas. Duracion: 60 dias.
Il. Etapall:

Consiste en establecer las plantas en el sombreadero, realizar inoculaciones
correspondientes a las plantas de vid y desafiar el mecanismo de resistencia adquirido,

ademas de realizar los ensayos adecuados para corroborar el mecanismo de proteccion.

11.1. Establecimiento de plantas en macetas:

Proceso que consiste en establecer las plantas bajo el sombreadero. Duracién 30 dias.

11.2. Desarrollo de plantas bajo condiciones controladas:

Todos los manejos requeridos para que las plantas se desarrollen sin ningun estrés.

Duracion: 95 dias.

11.3. Inicio de inoculaciones:

Antes de que las plantas comiencen a brotar, se les inoculara con la cepa atenuada y 3
meses después, se volveran a inocular con la cepa atenuada (si les corresponde).

Duracion: 105 dias.

I1.4. Obtencidén de datos sequn fenologia

Cuando comience la brotacién de plantas, se observara la fenologia foliar para determinar
en primera instancia los resultados del mecanismo de proteccion cruzada. Duracion: 90

dias.

11.5. Pruebas de laboratorio (RT-PCR):

Para corroborar los resultados fenoldgicos, se realizaran pruebas a todas las plantas para
poder confirmar la presencia o ausencia del virus mediante el equipo de RT-PCR.

Duracion: 30 dias.

ll. Etapalil:
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Por ultimo, la etapa lll consiste en la obtencién de datos corroborados por laboratorio y el
analisis de éstos. Ademas, comprende la evaluacién y corroboraciéon del mecanismo

adquirido, posterior a esto, la emisién del informe y difusidn de resultados del proyecto.

I11.1. Analisis de datos

Se procede a realizar un analisis con los datos obtenidos en campo como en laboratorio,

corroborando la correlacion entre estos dos datos. Duracion: 60 dias.
I11.2. Informe final

Una vez terminado el analisis de datos, se procede a realizar el informe final del proyecto,

en el cual se registraran los resultados obtenidos durante el proyecto. Duracién: 30 dias.
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Nombre de tarea -

|~ Proteccion cruzada como mecanismo de proteccion
viral en vid contra GLRaV-3

= Compra de insumos y construccion de
infraestructura

Compra de equipos e insumos
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Obtencidn del indculo viral

Obtencidn de material vegetal vitis vinifera
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y viral completado

= Ensayo en sombreadero
Establecimiento de plantas en macetas
Desarrollo de plantas bajo condiciones
controladas
Inicio de inoculaciones
Obtencion de datos segin fenologia
Pruebas de laboratorio RT-PCR

Digitalizacidn de datos fenolégicos y de
laboratorio

~ Obtencion de datos y elaboracion de informe
Analisis de datos
Informe final
Difusion de la informacidn
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11 Resultados Esperados

Objetivo especifico

Resultado esperado

Obtener e identificar al menos dos

cepas virales atenuadas y una

agresiva de  Grapevine leafroll-

associated Virus 3.

Genomas  virales con distintas

cualidades referentes a la

patogenicidad de estas conocido

Evaluar la patogenicidad o virulencia

Comportamiento patogénico de las

en plantas de vid libre de | cepas sobre plantas de vid certificadas
enfermedades. evaluado.
Realizar pruebas de proteccion | Efectividad del ~mecanismo de

cruzada y seleccionar las plantas que
lograron adquirir el mecanismo de

resistencia de manera eficiente.

resistencia adquirido por las plantas

conocida
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Cargo dentro

del proyecto

Director del

proyecto

Ejecutor  del

proyecto

Técnico

superior

Trabajador de

temporada

Formacién o
grado

académico
Ingeniero
agronomo,
PhD. en

fitopatologia

Ingeniero

agronomo

Técnico

agricola

Operario

agricola

Funciones

Direccion  global  del
proyecto, contribucion a
elaboracion de informe,
organizacién de labores
y toma de decisiones
mayores

Supervisién y ejecucién
del proyecto. Toma de
decisiones menores
Supervision de
injertacion, mediciones
en invernadero, y
encargado del desarrollo
de las plantas

Trabajos de mano de
obra o labores rutinarias,
injertacion, riego,
establecimiento de

plantas.

Costo del
personal
(MM$)
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18,75

1,35

2,4

Aporte fondo
concursable
(MM$)

16,25

12,2

0,9

1,5
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12.2 Organigrama

Ingeniero Agrénomo Ph.D en

fitopatologia

Director del proyecto

Ingeniero Agronomo

Ejecutor del proyecto

!

Ingeniero Agronomo - o )
Bidlogo Técnico agricola
Encargadode

Técnico supervisor
laboratorio

Operario agricola

Trabajador de
temporada
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13.1 Presupuesto total por cuenta

13 Presupuesto

Fondo
concursable

Empresa (MM$)

(MMS$) Total (MM$)
Cuenta Pecuniario No pecuniario
Recursos Humanos
Totales 30,88 16,63 47,51
Subcontrato 9,71 5,23 14,94
Misiones
Tecnoldgicas 3 3 6
Difusién 0,25 0,094 0,38
Gastos de inversion 1,33 0,71 2,04
Gastos
operacionales 2,44 1,32 3,82
Gastos
administrativos 3,35 1,80 5,15
Subtotal 79,84
Imprevistos (5%) 3,99
Total 83,83
Porcentaje de
aporte 67% 33%
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13.2 Presupuesto total por afio

Cuenta Ano 1 Aho2 |Ano3 |Total (MMS$)

Recursos Humanos
Totales

Pecuniario 23,107 22,65 1,75 47,51

No Pecuniario

Subcontrato

Pecuniario

No Pecuniario 9,61 3,48 1,85 14,94

Misiones
Tecnolégicas

Pecuniario 4 2 6

No Pecuniario

Difusion

Pecuniario

No Pecuniario 0,38 0,38

Gastos de inversion

Pecuniario 2,04 2,04

No Pecuniario

Gastos
operacionales

Pecuniario 3,82 3,82

No Pecuniario

Gastos
administrativos

Pecuniario 2,89 2,09 0,174 5,15

No Pecuniario

Subtotal 79,84

Imprevistos (5%) 3,99

Total 83,83
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14 Anexos

14.1 Procedimiento general de proteccidn cruzada

PROCEDIMIENTO GENERAL

PLANTAS SANAS DE VID DE 1 METRO DE ALTO
PODA E INOCULACION

R TR RELAL:

PROTEGIDAS CON CEPA ATENUADA

INOCULACION - VISUALIZAR NUEVO CRECIMIENTO Y SINTOMATOLOGIA

IR

INOCULADAS CON CEPA ATENUADA CEPA ATENUADA
+ AGRESIVA

Fuente: elaboracion propia, 2018.

EENRRLTR

SIN INOCULO

GO EEE SEdsd

TEST. POSITIVO
INOCULO AGRESIVO

TEST. NEGATIVO
SIN INOCULO



14.2 Presupuesto recursos humanos
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RECURSOS HUMANOS

) Cantida
Item Unidad d Valor unitario Total (CLP)
Ingeniero Agrénomo PhD mes 25 $ 1.000.000 | $ 25.000.000
Ingeniero Agronomo* mes 25 $ 750.000 | $ 18.750.000
Técnico Agricola mes 3 $ 450.000 | $ 1.350.000
Operario agricola mes 8 $ 301.000 | $ 2.408.000
Total $47.508.000
14.3 Presupuesto subcontratos
SUBCONTRATOS
Item Unidad | Cantidad Valor unitario Total (CLP)
Arriendo de oficina Mes 25 $ 125.000| $ 3.125.000
Arriendo de laboratorio
de fitopatologia Mes 6 $ 300.000| $ 1.800.000
Arriendo de camioneta Dia 75 $ 40.000| $ 3.000.000
Arriendo de uso de
suelo EE Mes 18 $ 180.000| $ 3.240.000
Analisis de
secuenciacion a Corea | Unidad 4 $ 123.000| $ 492.000
Gastos de envio DHL | Unidad 4 $ 70.000| $ 280.000
Instalacién completa
sistema de riego Unidad 1 $ 3.000.000| $ 3.000.000
$ 14.937.000
Total




14.4 Presupuesto misiones tecnoldgicas
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GASTOS MISIONES TECNOLOGICAS
item Unidad | Cantidad Valor unitario Total (CLP)
Asistencia congreso
internacional Unidad 3 $ 2.000.000 $ 6.000.000
Total $ 6.000.000
14.5 Presupuesto gastos de difusién
GASTOS DIFUSION
item Unidad | Cantidad | Valor unitario Total (CLP)
Arriendo de sala Unidad 1 $ 180.000 | g 180.000
Servmo de Unidad 1 $ 150.000 $ 150.000
anquetera
Distribucién de 5000 1 $ 50.000 $ 50.000
folletos folletos
Total $ 380.000
14.6 Presupuesto inversion
GASTOS DE INVERSION
item Unidad Cantidad | Valor unitario Total (CLP)
Sombreadero Metro cuadrado 150 $ 12.000 $ 1.800.000
Notebook HP Unidad 11 % 199.990 $ 199.990
Impresora HP Unidad 1% 39.990 $ 39.990
Total $ 2.039.980
14.7 Presupuesto gastos de administracion
GASTOS DE ADMINISTRACION
item Unidad | Cantidad | Valor unitario Total (CLP)
Gastos de agua Mes 25| % 49.000 | $ 1.225.000
Gastos de luz Mes 25| $ 50.000| $ 1.250.000
Limpieza Mes 25| $ 30.000| $ 750.000
Gastos de telefonia Mes 25| $ 45000 $ 1.125.000
Materiales y muebles de oficina | Pack 119 800.000 | $ 800.000
Total $ 5.150.000




14.8 Presupuesto gastos operacionales
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GASTOS DE OPERACIONES

item Unidad Cantidad | Valor unitario Total (CLP)
Tijeras de podar Unidad 2 $ 5.990| $ 11.980
Tijeras para injertar Unidad 1 $ 22.990 | $ 22.990
Sustrato para macetas 80 litros 15 $ 13.500 | $ 202.500
Etiquetas Unidad 100 $ 100 | $ 10.000
Toner 664 HP Unidad 2 $ 9.990 | $ 19.980
Plantas de vid Unidad 70 $ 2500 % 175.000
Agua destilada 5 litros 5 $ 2.590| % 12.950
Guantes de nitrilo 50 Unidades 1 $ 3.250(% 3.250
Bencina Litro 500 $ 685|$ 342.500
Hipoclorito de sodio (10%) Litro 5 $ 1.350($ 6.750
Placas de PCR Unidad 1 $ 37.200 | $ 37.200
Agarosa Unidad 4 $ 40.000 | $ 160.000
Gel red Unidad 4 $ 80.000| $ 320.000
Alcohol 95% Litro 5 $ 3.500|$% 17.500
Guantes de jardin Par 3 $ 3.500(% 10.500
Kit buffer + enzimas + Pack 1|3 97.000 | $ 97.000
minucias + nucledtidos
Primers Unidad 5 $ 20.000 | $ 100.000
Retro transcriptasa Unidad 3 $ 93.000 | $ 279.000
Macetas Unidad 60 $ 1.875|$ 112.500
Kit de extraccién Pack 4 $ 400.000 | $ 1.600.000
Bolsas 100 Unidades 2 $ 1.000|$ 2.000
Algodon Kilo 3 $ 8.990 | $ 26.970
Tubos Eppendorf estériles | 500 unidades 2 $ 9.990 | $ 19.980
Varillas de agitacion Unidad 5 |$ 2.300|$ 11.500
estériles
Toalla nova Unidad 15 $ 450 | $ 6.750
Papel tist Unidad 15 $ 800 |$ 12.000
Contenedor plastico Unidad 10 $ 990 |$ 9.900
Peaje Unidad 93 $ 2.000|$ 186.000
Total $ 3.816.700




