Tropical and Subtropical Agroecosystems 24 (2021): #105 Beltran-Beache et al., 2021
Review [Revision]

VIRUS DE LA “MANCHA ROJA” DE LA VID: UNA POTENCIAL

,'-Srropical and ENFERMEDAD EN LOS VINEDOS DE MEXICO +
ubtropical
Agroecposystems [GRAPEVINE RED BLOTCH VIRUS: A POTENTIAL DISEASE IN

VINEYARDS OF MEXICOQO]

Mariana Beltran-Beache?, Yisa Maria Ochoa-Fuentes?, Ernesto Cerna-Chavez?,
Jerénimo Landeros-Flores?, Epifanio Castro del Angel?
and Juan Carlos Delgado-Ortiz®*

! Universidad Auténoma de Aguascalientes, Centro de Ciencias Agropecuarias,
Departamento de Fitotecnia, Posta Zootécnica, Jesus Maria, Aguascalientes, C.P.
20900, México. beltranmariana89@gmail.com.

2 Departamento de Parasitologia. Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro.
Calzada Antonio Narro 1923, C.P. 25315, Saltillo, Coahuila, México. e-mail:
yisaBa@yahoo.com, jabalyl@yahoo.com, jlanflo@hotmail.com.

3 Catedratico CONACYT-Universidad Autdnoma Agraria Antonia Narro,
Departamento de Parasitologia. Calzada Antonio Narro 1923, C.P. 25315, Saltillo,
Coahuila, México. e-mail: jdelgado@conacyt.mx, moe_788@hotmail.com
* Corresponding author

SUMMARY

Background. The grapevine red blotch virus (GRBV) is a member of the Geminiviridae family that has a single-
stranded DNA genome consisting of 3,206 nucleotides, from which two clades (1 and 2) diverge with differences of
up to 8.5% in the genome. The symptoms associated with the red blotch disease are leaves with irregular red spots, the
veins turn red and occasionally margins of the same color can be observed; white grape cultivars symptoms are less
marked, involving slight chlorosis of irregular shape that may become necrotic as time, causing delays in fruit
maturation and alterations in the chemical characteristics of the juice. Objective. Introduce the current situation of the
grapevine red blotch virus on the vine worldwide and the risk that it represents as an emerging disease in Mexico, as
well as the available detection methods and strategies for managing the disease and its known vectors. Methodology.
Employed method was a literature review about Grapevine “red spot” virus and its damages on the vine plants. Main
findings. A review is obtained with the distribution of GRBV worldwide, highlighting the main differences with Pierce
disease and GLRaV, knowledge of the vectors and the amin detection techniques. Implications. The real spread of the
red blotch disease caused by GRBV in Mexico, specific vectors or alternative hosts is not known, which represents a
latent risk to the national grape production. Communicate timely and available information about possible vectors,
detection techniques and symptoms caused by GRBV are very important for a monitoring and control strategy design.
Conclusions. The disease caused by GRBV has been recently detected in Mexico country, making crucial to establish
effective and reliable detection strategies that improve the monitoring and control of GRBV and its possible vectors.
This review shows the current panorama of the GRBV distribution in Mexico and the world, the repercussions on the
crop due to the effect of the symptoms that affect the physiology and metabolism of the plants, which affects the
production and quality fruit, as well as the information available to support the vine production systems in Mexico.
Keywords: GRBV; Mexico; grapevine; Spissistilus festinus; grapevine red blotch virus.

RESUMEN
Antecedentes. El virus de la “mancha roja” de la vid (GRBV) es un virus miembro de la familia Geminiviridae que
cuenta con un genoma de cadena sencilla de ADN constituido por 3,206 nucleétidos, del cual divergen dos clados (1
y 2) con diferencias de hasta el 8.5 % en el genoma. Los sintomas asociados a la enfermedad de la “mancha roja” de
la vid son hojas con manchas rojas irregulares, las nervaduras se tornan de coloracién roja y ocasionalmente se pueden
observar margenes del mismo color; en cultivares de fruto blanco los sintomas son menos evidentes, involucrando
ligera clorosis de forma irregular que pueden llegar a necrosarse conforme transcurre el tiempo, causando retraso en
la maduracidn del fruto y alteraciones en las caracteristicas quimicas del jugo. Objetivo. Presentar la situacion actual
del virus de la “mancha roja” de la vid a nivel mundial y el riesgo que representa como enfermedad emergente en
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Meéxico, asi como los métodos de deteccion disponibles y las estrategias para el manejo de la enfermedad y sus vectores
conocidos. Metodologia. El método empleado fue una revision de la literatura disponible sobre el virus de la “mancha
roja” de la vid y los dafios en las plantas de vid. Principales hallazgos. Se obtiene una revision de literatura con la
distribucion del GRBV a nivel mundial, resaltando las principales deferencias con la enfermedad de Pierce y GLRaV,
conocimiento de los vectores y las principales técnicas de deteccion. Implicaciones. No se conoce la dispersion real
de la enfermedad de la mancha roja de la vid causada por el GRBV en México, vectores especificos u hospederos
alternos, lo que representa un riesgo latente a la produccién nacional de uva. ElI comunicar informacion disponible y
oportuna sobre posibles vectores, técnicas de deteccién y las sintomatologias provocadas por el GRBV son muy
importantes para el disefio de estrategias de monitoreo y control. Conclusiones. La enfermedad causada por el GRBV
es de reciente deteccion en el pais, haciendo crucial el establecimiento de estrategias de deteccion efectivas y confiables
que faciliten el monitoreo, para el control del GRBV vy sus posibles vectores. Esta revision muestra el panorama actual
de la distribucién de GRBV en México y el mundo, y las repercusiones en el cultivo por efecto de los sintomas que
afectan la fisiologia y metabolismo de las plantas, lo cual repercute en la produccion y calidad del fruto. Asi como la

informacion disponible como apoyo a los sistemas de produccién de vides en México.
Palabras clave: GRBV; México; vid; Spissistilus festinus; virus de la “mancha roja” de la vid.

INTRODUCCION

La superficie destinada al cultivo de la vid (Vitis
vinifera L.) en México es de 33,389 ha, los principales
estados productores son: Zacatecas, Sonora y Baja
California que participan con el 93 % de la superficie
destinada al cultivo (SIAP, 2019). En México los
primeros reportes de virus afectando el cultivo de la
vid se registraron en La Comarca Lagunera con la
determinacion del virus hoja de abanico (grape fanleaf
virus: GFLV) y el virus del enrollamiento de la hoja
(grape leafroll virus: GLRV) (Téliz y Goheen, 1968).
Posteriormente en 1978, en el municipio de Pabellén,
Aguascalientes; se tienen registros de plantas
sintomaticas al virus de la corteza corchosa-madera
rugosa y el picado del tallo de la vid (stem pitting)
(Téliz etal., 1980). En 1987, con la deteccién del virus
del enrollamiento de la hoja en el estado de
Aguascalientes; también se identifico a uno de sus
vectores, la cochinilla Pseudococcus longispinus
(Télizetal., 1989). En este mismo estado, se determind
la incidencia del virus hoja de abanico y el virus del
enrollamiento de la hoja en plantas de las variedades
Chenin Blanc, Salvador y Globo Rojo con incidencias
en los vifiedos que oscilaban de 6.7-37.5 % para el
GFLV, mientras que para el GLRV del 3.8-80 %
(Velasquez-Valle et al., 2013). En 2019 se detectd otro
virus en México, el llamado virus de la “mancha roja”
de la vid (grapevine red blotch virus: GRBV)
(Gasperin-Bulbarela et al., 2019). Yepes et al. (2018)
demostraron que el GRBV es el agente causal de la
enfermedad de la “mancha roja” de la vid, a partir del
disefio y la agroinoculacion de clonas infecciosas
GRBV mediada por Agrobacterium tumefaciens en
tejidos de vid, logrando replicar los sintomas
relacionados con la enfermedad y la recuperacion de
progenie viral idéntica a las clonas agroinoculadas. El
experimento realizado cumplié con los postulados de
Koch y permiti6 establecer a GRBV como el agente
causal de la “mancha roja” de la vid.

Esta enfermedad viral representa un serio problema
econémico para la industria del vino en Estados
Unidos; debido al impacto econémico proyectado a 25
afios, donde se estiman perdidas en un rango de 2,213
— 68,548 US$ halen los vifiedos afectados por el
GRBV, previendo incidencias de la enfermedad de un
5-60 % (Ricketts et al., 2016). Cabe destacar que el
desconocimiento de la incidencia y distribucion
geografica del virus GRBV, asi como de sus insectos
vectores en México podria desencadenar una situacion
similar a la reportada en Estados Unidos.

Al-Rwahnih et al. (2015) sugieren que el GRBV no es
un virus emergente y proponen que este virus se
encuentra afectando los vifiedos de Sonoma, California
desde 1940. Al analizar muestras de vid del herbario
del Centro para la Diversidad de Plantas de la
Universidad de California. La muestra de V. vinifera
cv. Early Burgundy manifesto sintomas tipicos de la
“mancha roja” de la vid en las hojas, siendo esta la
Unica muestra de la cual se obtuvo un amplificado de
PCR con un 97-100% de homologia con las secuencias
previamente reportadas de GRBV. Posteriormente el
GRBYV fue reportado por Thompson et al. (2018) en las
especies de V. aestivalis, V. neshittiana, V. biformis, V.
monticola, V. blancoii, V. bloodworthiana y V.
amurensis de la misma coleccion.

El objetivo de la presente revisién se centra en
determinar la situacion actual del virus de la “mancha
roja” de la vid a nivel mundial y el riesgo que
representa como enfermedad emergente en México, asi
como los métodos de diagndstico disponibles y las
estrategias para el manejo de la enfermedad y sus
vectores. Esta revision conjuga la informacion desde
los primeros registros de los virus en el cultivo hasta
las recientes detecciones de GRBV, acopiando
informacion de un periodo de 50 afios.
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Descripcion de GRBV

La primera descripcion del virus de la “mancha roja”
de vid fue reportada por Krenz et al. (2012), quienes
caracterizaron al virus de la vid asociado a Cabernet
franc (GCFaV, por sus siglas en inglés) que afectaba a
los vifiedos en Nueva York, en Estados Unidos;
mediante la técnica de amplificacion en circulo rodante
(RCA, por sus siglas en inglés) que les permitid
replicar de manera unidireccional el ADN circular del
virus y asi obtener la secuencia completa del genoma
constituido por 3,206 nucleétidos. Simultaneamente,
los andlisis metagendmicos de la investigacion de Al-
Rwahnih et al. (2013) confirmaron que los sintomas de
la “mancha roja” en la vid en California, Estados
Unidos; estaban asociados a un virus de ADN que
Ilamaron provisionalmente como el virus asociado a la
“mancha roja” de vid (GRBaV, por sus siglas en
inglés) cuyo genoma correspondié en un 100% con
GCFaV, concluyendo que se trataba del mismo virus.
En este mismo estudio se encontraron otros virus como
el grape vine leafroll virus 2 (GLRaV-2) y el grapevine
rupestris stem aitting-associated virus (GRSPaV).

Estudios filogenéticos realizados por Krenz et al.
(2014) en aislamientos de GRBV expusieron la
existencia de dos clados (clado 1 y 2) o grupos
principales, con diferencias en el genoma de hasta el
8.5 % entre si. Cabe destacar que del analisis de las 120
secuencias depositadas en el NCBI del banco de genes
realizado por Cieniewicz et al. (2020Db), establecen una
variabilidad intraclado del 6.1 % para el clado 1;
mientras que para el clado 2 la variabilidad fue de 4.6
%, asi como la variabilidad interclado fue establecida
en un rango del 3.7y 9.2 %. Al comparar los genes de
la proteina de replicacion (Rep) y la proteina de
cubierta (CP) de GRBV con los géneros Becurtovirus,
Begomovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus,
Topocuvirus,  Turncurtovirus,  Circoviridae vy
Nanoviridae dentro de la familia Geminiviridae, se
determin6 que GRBV no pertenece o se clasifica
dentro de alguno de los géneros pertenecientes a estas
familias. Lo anterior confirmé lo propuesto por Poojari
et al. (2013) quienes indicaron que GRBV es miembro
de la familia de los geminivirus pero no pertenece a
ningun género previamente descrito. Siendo hasta el
2017 que Varsani et al. establecen el género
Grablovirus dentro de la familia Geminiviridae;
género cuyo nombre se deriva del grapevine red blotch
virus, hasta entonces el Gnico miembro del género
Grablovirus. Analisis filogenéticos de los miembros
de la familia Geminiviridae demostraron que el prunus
geminivirus A (PrGVA) y wild vitis virus 1 (WVV1)
también forman parte del género Grablovirus (Perry et
al., 2017; Al-Rwahnih et al., 2018).
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Distribucion de GRBV

El GRBV ha sido detectado en Estado Unidos en los
estados de Pensilvania, Nueva York, Maryland,
California, Oregon, Washington, Missouri, Carolina
del Norte, Virginia, Tennessee, ldaho y Ohio; en
Columbia Britanica y Nueva Escocia, Canadd; India;
Corea del Sur; Argentina; Italia y Suiza (coleccién de
germoplasma) en los siguientes cultivares: Cabernet
Sauvignon, Cabernet Franc, Zinfandel 1A, Merlot,
Pinot Noir, Chardonnay, Malbec, Petit Verdot,
Riesling, Thompson sin semilla, en el hibrido
“Crimson Cabernet” una cruza entre Cabernet
Sauvignon X Norton, Petit Sirah; y en los hibridos
Geisenheim 318, New York Muscat, Vidal blanc (Al-
Rwahnih et al., 2013; Krenz et al., 2014; Lim et al.,
2016; Poojari et al., 2017; Reynard et al., 2018; Jones
& Nita, 2019; Marwal et al., 2019; Schoelz et al., 2019;
Thompson et al., 2019; Hoffmann et al., 2020; Poojari
et al., 2020; Soltani et al., 2020; Bertazzon et al.,
2021). En México se reportd por primera vez en los
afios 2016-2017 en la region productora de vino de
Ensenada, Baja California, en muestras de Vitis
vinifera L. de las variedades Pinot Noir, Merlot y
Nebbiolo; posteriormente al andlisis filogenético se
determind que los aislados derivados de este estudio
(GRBV-Gpe-JGB (MH557096) y GRBV-Gpe-JCT
(MH557095) pertenecen al clado | (Gasperin-
Bulbarela et al., 2019); cabe desatacar que este es el
Unico registro que se tiene en las areas vitivinicolas de
México y no se descarta su presencia en otras zonas,
por lo cual su deteccién y control es fundamentar para
evitar la diseminacion de la enfermedad.

Vectores del GRBV

Cieniewicz et al. (2018) con el objetivo de identificar
los posibles insectos vectores del GRBV, colectd
134,000 insectos durante dos afios; el criterio para
considerar a la especie 0 taxa como candidato a insecto
vector fuesen positivos en mas del 40% para GRBV en
los analisis por PCR miltiple, de esta forma se
catalogd a Spissistilus festinus (50 %), Melanoliaris sp.
(70 %), Osbornellus boreallis (41 %), Colladonus
reductus (40 %) como posibles vectores del GRBV;
mientras que en Scaphytopius magdalensis (8 %),
Empoasca sp. (5 %), Graphocephala actropunctata (3
%) y Lygus sp. (6 %) se determinaron con un bajo
porcentaje de deteccién del virus.

Destacando el estudio de Cieniewicz et al. (2017b),
cuyo objetivo fue determinar la propagacion de la
enfermedad en un vifiedo de dos hectéareas, sin
determinar el agente vector. Reportaron que la
incidencia de la enfermedad en 2014 fue de 3.9 %, en
2015 fue de 6.0 % y la incidencia durante el 2016 fue
de 7.1 %; determinaron un incremento anual del 2.1 %
entre el 2014 al 2015 y un incremento en la incidencia
de la enfermedad entre el 2015 y 2016 del 1.1 %,
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indicando que el aumento anual en la incidencia se
localizo principalmente en la seccion del vifiedo mas
cercana al area riberefia; este distribucion ya habia sido
sefialada por Perry et al. (2016), en el que el 92 % de
las muestras que expresaban sintomas de la
enfermedad de la mancha roja fueron positivas para
GRBV. En este estudio se determinaron asociaciones
espaciales significativas de los indices de
agrupamiento entre las temporadas sucesivas, 1o que se
sugiere que el grado de agregacion espacial de las vides
enfermas fue asociado con la posicién espacial de las
mismas en el afio anterior. Lo cual indica que GRBV
puede extenderse con el tiempo, dentro y entre filas del
vifiedo donde se presenten vides infectadas
(Cieniewicz et al. 2017Db).

Para S. festinus, Melanoliaris sp., Osbornellus
boreallis y Colladonus reductus su dindmica
poblacional fue determinada entre los meses de marzo
y noviembre por Cieniewicz et al. (2018) durante 2015
y 2016; donde GRBV fue detectado con mayor
frecuencia en los meses de junio a noviembre en las
cuatro especies de vectores, siendo que la mayor
incidencia de S. festinus como insectos viruliferos fue
durante los meses de junio (en 2016) y julio (en 2015).
Lo anterior coincide con la dinamica de desarrollo
analizada por Petro et al. (2019), quienes encontraron
la mayor incidencia en sus muestreos en vifiedos de
Cabernet Sauvignon en los meses de mayo, junio y
julio; también sugieren que a la falta de vegetacion
residente los adultos de S. festinus migran a los doseles
de las vides para alimentarse de los brotes apicales y
los peciolos de las hojas a partir de junio hasta el mes
de diciembre, meses en los cuales puede adquirir el
GRBV.

Cieniewicz et al. (2020a) reportan a Spissistilus
festinus como el vector de GRBV; recientemente, en
EE. UU. se identificaron dos genotipos distintos de S.
festinus basados en el andlisis de las secuencias
obtenidas del gen mitocondrial citocromo C oxidasa 1
y laregion nuclear ITS2. Con lo anterior, se demostr6
gue la Unica caracteristica morfoldgica distintiva entre
los genotipos colectados en California y en el sureste
de los Estados Unidos es la elevacion del pronoto;
destacando la posibilidad de la existencia de dos
especies cripticas (Cieniewicz et al., 2020a); de las
cuales no se cuenta con evidencia contundente si
ambas puedan fungir como vector del GRBV.

Bahder et al. (2016) realizaron ensayos para
comprobar la capacidad de adquisicién del virus
posteriormente a la alimentacion de los insectos
Erythroneura elegnatula, E. variabilis, E. ziczac y S.
festinus en plantas infectadas por GRBV; siendo esta
Ultima especie la que mostré una mayor eficiencia en
la adquisicion del virus (un 75 % de los insectos fueron
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positivos a la deteccion por PCR digital),
comprobando una transmision  efectiva  post-
inoculacion a los tres meses (0.1 %), cuatro meses (0.3
%) y cinco meses (1.6 %) por S. festinus. También E.
ziczac se reporta como vector del GRBV (Poojari et
al., 2013); quienes ademas hacen referencia a la
demanda de mas estudios en otras especies como E.
elegnatula, E. variabilis, E. tricincta y E. comes. Con
lo anterior se puede destacar que la especie que ha
destacado como vector del GRBV es S. festinus.

Técnicas de diagnostico de GRBV
Diagndstico visual

El diagndstico visual se basa en la sintomatologia
expresada en la planta y este es el primero y més
utilizado método para diagnosticar enfermedades en la
vid; sin embargo, se basa en la experiencia por lo que
puede arrojar una identificacién incorrecta del
patégeno (Zherdev et al., 2018). Existen multiples
reportes que la severidad de los sintomas del GRBV
varian segin el cultivar y la estacion del afio
(Sudarshana et al., 2015; Cieniewicz et al., 2017b).
Ademas, un diagndstico visual puede ser complicado
debido a las similitudes de los sintomas foliares y en
frutos entre GRBV, el virus del enrollamiento de la
hoja (GLRaV) y la enfermedad de Pierce (Cieniewicz
et al., 2017a; Zherdev et al., 2018). La sintomatologia
de la “mancha roja” de la vid es similar a los sintomas
provocados por las deficiencias de nutrientes como la
deficiencia de magnesio, potasio y fosforo (Cieniewicz
et al., 2017a, 2018). Por estos numerosos factores y la
variacion al expresarse los sintomas, es que se dificulta
el diagnéstico y se genera confusion en la
determinacion de la enfermedad.

La sintomatologia asociada a la enfermedad causada
por el virus de la “mancha roja” de la vid son: hojas
con manchas rojas irregulares, estas manchas tienden a
fusionarse conforme avanza la temporada, las
nervaduras se tornan de coloracion roja vy
ocasionalmente se pueden observar margenes del
mismo color; algunos autores han podido observar que
las hojas basales tienden a ser mas sintomaticas que las
hojas medias y las hojas terminales (Al-Rwahnih et al.,
2013; Sudarshana et al., 2015). En el caso de los
cultivares de fruto blanco los sintomas son menos
evidentes como: ligeras clorosis de forma irregular
(Figura 1), las cuales pueden llegar a necrosarse
conforme transcurre el tiempo (Sudarshana et al.,
2015). Ademas de los sintomas foliares se han
reportado retrasos en la maduracion del fruto y
alteraciones en la quimica del jugo (Al-Rwahnih et al.,
2013; Sudarshana et al., 2015; Girardello et al., 2019;
Martinez-Llischer et al., 2019).
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Algunas de las principales diferencias entre GLRaV,
GRBV Yy la enfermedad de Pierce (Xylella fastidiosa),
de acuerdo a su comportamiento es la intensidad de las
coloraciones en las manchas de las hojas, las cuales son
de color marrén en la enfermedad de Pierce, color
purpura rojizo para GLRaV y de color rojizo (rojo
carmesi) a purpura para GRBV. El avance del cambio
de coloracion en la enfermedad de Pierce es de los
bordes hacia el centro de la hoja, el cual presenta
colores rojizos en los puntos de avance, dejando atras
tejido necrosado, lo que permite la formacion de “islas
verdes” en hojas y tallos los cuales se endurecen
conforme avanza la enfermedad; finalmente los frutos
se deshidratan y exhiben un aspecto de uva pasa
(Hickey et al., 2019); mientras que en infecciones por
GLRaV las hojas se tornan completamente de
coloracion rojizo a pdrpura conforme avanza la
infeccion sin presentar cambio de coloracion en las
nervaduras, las cuales generalmente exhiben un verde
mas intenso que el de plantas sanas, acompariado del
respectivo enrollamiento de la hoja en vides rojas,
mientras que en vides blancas, solo se aprecian
moteados cloréticos en las hojas (Burger et al., 2017;
Naidu, 2017).

Figura 1. Sintomas en hoja de la GRBV (Vitis vinifera L. cv Merlot).
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Deteccion molecular

Con base a los numerosos factores que dificultan el
diagnostico de la enfermedad de la “mancha roja” en
la vid se ha sugerido la implementacién de métodos
que aporten mayor certeza, y es por eso que s6lo los
diagnosticos por métodos moleculares han aportado
mayor confianza (Cieniewicz et al., 2017a); en la
Tabla 1, se muestran los iniciadores cominmente
utilizados en los Gltimos afios para la deteccién de
GRBV con la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Setiono et al. (2018), optimizaron la deteccion del
agente causal de la enfermedad de la “mancha roja” de
la vid mediante métodos moleculares, tomando como
punto de partida la posicion del tejido para la
extraccion de acidos nucleicos a lo largo de un brote de
vid; siendo los peciolos de las hojas completamente
extendidas donde se pudo obtener la mayor
concentracion viral. En sus andlisis sefialaron que no
se obtuvo significancia en la concentracion viral entre
el peciolo, base y punta de las hojas viejas e
intermedias, destacando una importante diferencia en
la concentracion viral en el peciolo y la punta de las
hojas intermedias. Para las determinaciones del virus
por gPCR, disefiaron los iniciadores: 1v/2v, 3v/4v,
5i/6i, 7i/8i y 9i/10i.
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Tabla 1. Iniciadores reportados para la deteccion del virus de la “mancha roja” de la vid mediante PCR.

Iniciadores Gen Secuencia Referencia
Proteina de CTCGTCGCATTTGTAAGA/ Al-Rwahnih et

GVGF1/ GVGR1 Cobertura ACTGACAAGGCCTACTACG al., 2013

CPForward/ Proteina de AGCGGAAGCATGATTGAGACATTGAC/ Krenz et al.,

CPReverse Cobertura AACGTATGTCCACTTGCAGAAGCCGC 2014

Repfor/ Reprev Proteina gsocjzj\da a CAAGTCGTTGTAGATTGAGGACGTATTGG/ Krenz et al.,

la replicacion AGCCACACCTACACGCCTTGCTCATC 2014
Region Intergénica
GRLaV-4-For/ y la region de la GTAGATTGAGGACGTATTGG/ Poojari et al.,
GRLaV-4-Rev Proteina de la CGCAAGAATACCACGTACCATGGG 2013
Cubierta

GRLBV-F5/ Proteina de TGCAAGTGGACATACGTTTA/ Thompson et al.,

GRBLV-R9 Cobertura GGGATCCCATCAATTGTTCT 2019

GRBV-660F/ Proteina de TACTTACAAGTGCGAGGAGTGGTT/ Yao etal 2018

GRBV-1428R Cobertura ACTCAGAAACTTGATCATACACACG "

GRBV-V2F/ ATGGGTTAGGGGATGAGGCT/ Buﬁ):ﬁgg'e”t'al

GRBV-V1R CGGCAATGACTCCTGCGGCT 2019 "

GRBaV-F/ Proteina de GCCTTGTCAGTTTGCATTCC/ Poojari et al.,

GRBaV—-R CTTCCGCTGTTATCACTACC 2016
Cobertura

Sin nombre Proteina de CGTGGCTTTTACGCGAAGCTAA/ Blanco-Ulate et
Cobertura GCGATTCCGTTTGTTCAGTGTT al., 2017

GRBVdivFOR/G GAGGGTATGTGAGGAAGAAG/ Perry et al., 2016

RBVdivREV GCAGAAGGCAACGATATATCC "

1lv Proteina asociada a GTACCGWRYTCGACGGTATCYC/

2v la replicacion CACCATATCGTCTCAYTCCTAYC

3v Proteina asociada a ACATCTCTGGGYTTKGTGATATT/

4v la replicacion CTACACGCCTTGCTCATCTT

5i eEFlal CACCATGAGTCTTTGGTAGAGG/ Setiono et al.,

6i (Amidoligasa_2) GCAGGATCATCTTTGGAGTTAGA 2018

7i NADP+ GGTGTTGGTGTCTCCATAGTT/

8i CCTAGTTGCCTTGAGGTCTTT

9i Actin GTAGAAGGTGTGATGCCAGATT/

10i GGCACAATCCAAGAGAGGTATT

Poojari et al. (2016), con la finalidad de mejorar la
eficiencia en el diagndéstico de virus que afectan la vid
realizaron ensayos de PCR de transcripcion inversa
cuantitativa en tiempo real basados en SYBR® Green
(gRT-PCR) en comparacion con PCR de punto final y
PCR de transcripcion inversa, donde la qRT-PCR
arrojo mejores resultados en tejido vegetal como en
insectos (E. ziczac), con una eficiencia de un 0.98 %
para la deteccion de GRBV.

Amplificacion de ADN isotérmica mediada por
horquillas (LAMP por sus siglas en ingles)

Romero et al. (2019) desarrollaron el protocolo para la
determinacién de GRBV mediante la técnica LAMP,
quienes establecieron que dicha técnica presenta una
sensibilidad 10000 veces mayor a la obtenida por un
PCR convencional. Para la extraccion de los &cidos

nucleicos y desarrollo de esta técnica, el ADN debe ser
extraido de las hojas mas viejas con mayor proximidad
al tallo principal; debido al mayor contenido de
particulas virales. Los iniciadores disefiados para este
protocolo  son los  siguientes: p1825-F3
(GAATCGTTTGAATCGTAAGAGA), p1826-B3
(CAGACAAATAAATACGATTCCTTTC), pl1827-
FIP (AATGACTCCTGCGGCTTCTT*
TCGTATTTTGGGTTCGAAGA), p1828-BIP
(TCAAAGACGTCGTCTGGTTGT*
CATCATTACGTCCTCCACC), p1842-LoopB
(GCTTTTAAAAACGACGTGT), p1857- LoopF
(TTCACGCCAACAACAAGT). Las lecturas
colorimétricas de las muestras con reacciones positivas
se tornan de amarillo, mientras que las muestras que
resultan negativas presentan un color rojo. El protocolo
fue optimizado empleando el kit comercial
WarmStart® LAMP Kit.
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Deteccion por el método AMPLIFYRP
ACCELERS

Este método fue desarrollado por Li et al. (2017), el
cual es una herramienta de deteccion rapida de la
presencia de GRBV en muestras de vid; se basa en la
deteccion del virus a partir de un extracto crudo de la
base de la hoja de la vid. Los iniciadores desarrollados
por Li et al. (2017) fueron: RB-F1
(CTGCAAGTGGACATACGTTTAGATTGTATCT

A), RB-R1(5Biosg/
TCGACGTCTCTTCAACGTCTTAACGAATTCAC
, RB-F2
(ATTATGGCGTGTGTATGATCAAGTTTCTGAG

TTTGG), RB-R2 (5Biosg/
ATCAGGTTCAGTCAATGCAATTCTTCGCTTGT

A) vy las sondas disefiadas fueron RB-probel
(FAM/AATAGACCACGCTGTTTATTATGGCGTG
TGT/idSp/ TGATCAAGTTTCTGAGTTTG/3SpC3),

RB-probe2
(FAM/TGAATTCGTTAAGACGTTGAAGAGACG
TCGAT/ idSP

ITGAGCGCGGAGAGGTGACA/3SpC3); con los
que se reporta hasta 100 veces méas de sensibilidad en
ADN purificado que un PCR convencional, logrando
la deteccion en diluciones de extracto crudo hasta 1:108
(peso/volumen). Se resalta la especificidad del método
sin ser discriminativo entre clados (1 o 2) del GRBV.

Impacto de la infeccion de GRBV en la calidad de
fruto

Girardello et al. (2019) comprobaron que las uvas
afectadas por GRBD, sufren cambios en los solidos
solubles totales (grados Brix), pH y la acidez,
detectando la reduccion de grados Brix en un 2-20 %.
Ademas, infieren que la infeccion por GRBV podria
alterar la translocacion de azlcar de las hojas a los
frutos, dando como resultado un mayor contenido de
azUcares en las hojas y una menor acumulacion de
éstos en la fruta. También sugieren que los
incrementos de los niveles de sacarosa, glucosa y
fructosa en las hojas sintomaticas puede estar asociado
con los incrementos de compuestos fenolicos, debido a
gue estos azlcares son usados como sustrato en la ruta
de sintesis de compuestos fendlicos. En cuanto a la
produccion de 4&cidos titulables, Girardello et al.
(2019), demostraron que los cultivares infectados por
el GRBV indujeron incrementos de 12.5 % en acidez
titulable en comparacion con las plantas sin infectar,
deduciendo que GRBD afecta el proceso de
maduracién de las uvas, al aumentar la acidez, asi
como la reduccién de azlcares acumulables en las
vides infectadas. Lo anterior concuerda con lo
reportados por Martinez-Liischer et al. (2019) quienes
sefialan que al paso del tiempo los niveles de azlcares
solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) en las hojas
infectadas por GRBV, tienden a mantenerse en
comparacion con vides no infectadas, sin importar el
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portainjerto; mientras que en fruto se obtuvieron 2°- 5°
Brix por debajo de los frutos no infectados; siendo que
la acidez del fruto fue mayor en las vides infectadas
por GRBV que las no infectadas.

Blanco-Ulate et al. (2017) reportan 679 alteraciones
como respuesta a la infeccion por GRBV, de las cuales
128 se presentaron en el proceso de maduracion de la
uva mediante la regulacion del desarrollo y traduccién
de la sefiales en el proceso de biosintesis y sefializacién
de las hormonas, ademas de comparar los niveles de
hormonas 4acido abscisico, trans-zeatina, acido
giberélico y &cido salicilico (este Gltimo analizado
como respuesta a la infeccion por el virus) en las vides
que fueron positivas a GRBV desde su etapa de envero
hasta la cosecha.

En cuanto a la produccién de antocianinas (malvidin-
3-0-glucésido, petunidin-3-O-glucésido, delfinidina-
3-0-glucésido, pelargodina-3-O-glucosido y
cianidina-3-O-glucosido); se  demostro una
disminucion de estas en los frutos de vides infectadas;
ademaés de registrarse una supresion transcripcional en
particular de la ruta de los fenilpropanoides (Blanco-
Ulate et al., 2017); lo que sugiere la afectacion de los
procesos metabolicos primarios y secundarios. Estos
comportamientos en la disminucion de azlcares,
disminucion de produccién de antocianinas y el
aumento de particulas virales, ha sido observada en
otras enfermedades virales como GLRV (Vega et al.,
2011).

A demaés de los parametros antes mencionados se ha
determinado que los vifiedos o vides afectadas por el
GRBV se han visto afectados en la tasa neta de
fotosintesis, conductancia estomatica, concentracion
de clorofila; reduccion de 33-35 % del crecimiento
vegetativo (con base a peso de la madera de las podas
por planta) (Reynard et al., 2018).

Control de GRBV

Una de las medidas que se sugiere para evitar la
diseminacion del GRBV es la plantacion de materiales
certificados (Cieniewicz et al., 2017a) y el control
quimico del principal vector reconocido; considerado
por el momento, el método més efectivo y répido, y la
mejor opcion para el control de Spissistilus festinus.
Para el efectivo control de la especie Spissistilus
festinus en cultivos de alfalfa, soya y cacahuate se
recomienda la aplicacion de los ingredientes activos:
alfa-cipermetrina, betaciflutrina, carbaryl, cyflutrina,
gamma-cihalotrina, lambda-cihalotrina, Zeta-
cipermetrina, clotianidina, esfenvalerato, lambda-
cihalotrina + clorantraniliprol, zeta-cipermetrina +
bifentrina (Beyer et al., 2017).
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CONCLUSION

La enfermedad causada por el GRBV es de reciente
deteccion en el pais, por lo cual resulta crucial el
establecimiento de estrategias de deteccion efectivas y
confiables que favorezcan el monitoreo y control del
GRBYV Yy sus posibles vectores. Esta revisién muestra
el panorama actual de la distribucién de GRBV en
México y el mundo, las repercusiones en el cultivo por
efecto de los sintomas que afectan la fisiologia y
metabolismo de las plantas, lo cual repercute en la
produccion y calidad del fruto. Se muestra la
informacion disponible como apoyo a los sistemas de
produccién de vides en México; dado que no se
conocen la dispersion real de la enfermedad, vectores
especificos u hospederos alternos, representando un
riesgo latente a la produccion nacional de uva.
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