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1. RESUMEN

Hoy en dia, los virus son los causantes directos de algunas de las enfermedades mas
peligrosas y dafiinas para la vid. Muchos de estos virus estan asociados con sintomas
como deformaciones en las hojas y en los racimos que afectaran a factores como el
rendimiento, la calidad de la uva o causaran un debilitamiento general de la planta que
incluso pueden provocar su muerte. Por estos motivos debemos ser conscientes de la
presencia de virus en la vid y trabajar para obtener vides libres de virus. Actualmente,
se estan desarrollando dos técnicas de cultivo in vitro con las que se han obtenido
resultados interesantes y que pueden ayudar a solventar los problemas de virus en la
vid: la crioterapia o crioconservacion y la termoterapia. EI motivo de este trabajo es
revisar la bibliografia disponible y discutir los protocolos y metodologias de estas
nuevas técnicas para la eliminacion de virus en la vid y para la obtencion de plantas de
vid libres de virus.

PALABRAS CLAVE:

Crioterapia, Termoterapia, Vides libres de virus, Virus de la vid, Crioconservacion,
Cultivo In vitro

ABSTRACT

Nowadays, some of the most dangerous and harmful diseases in vines are directly
caused by virus. Most of these viruses are related to symptoms such us leave and
cluster deformations that will affect factors like yield, grape quality or a general plant
weakening that may induce its death. For all these reasons we must be concerned
about the presence of grapevine virus, and we must work to obtain virus-free vines.
Currently, two new and interesting in vitro techniques that may help to solve the
grapevine virus problem are being developed: cryotherapy or cryopreservation and
thermotherapy. The main goal is to review the available bibliography discussing the
protocols and methodologies of these new techniques intended for the elimination of
grapevine viruses to obtain virus-free vine plants.

KEYWORDS :

Cryotherapy, Thermotherapy, Virus-free vines, Vineyard virus, Cryopreservation, In
vitro cultivars.
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2. INTRODUCCION

La vid es una planta de la que se han encontrado restos que datan del periodo
cuaternario (Meng et al., 2017), es decir, hace mas de dos millones de afios. Se cree
que la domesticacion de la vid se produjo por primera vez durante el Neolitico (Bouby
et al.,, 2013). Aunque en estos tiempos ancestrales no hay registros de virus,
asumimos que éstos han sido siempre parte del ecosistema y por tanto también de la
vid, asi como los insectos que actian de vectores y portadores de dichos virus (Meng
et al.,, 2017). Sin embargo, hasta mediados del siglo XIX no se empezaron a
documentar los efectos y sintomas de los virus en la vid (Meng et al., 2017).

Actualmente, la vid es el cultivo perenne con mayor incidencia intracelular de
patdgenos (Messmer et al., 2021), de hecho, se han identificado mas de 80 tipos de
virus relacionadas con el cultivo de la vid (Meng et al., 2017), autores como Messmer
(Messmer et al., 2021), cifran en 86 los virus patégenos de la vid. Por otro lado, la
distribucion de los virus de la vid es muy amplia, variada, y, dependiendo de cada
familia o especie de virus, se pueden encontrar practicamente en cualquier zona
vitivinicola del mundo, como podemos observar en la Figura 1 (Cieniewicz et al.,
2020).
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Figura 1: Distribucion de los virus GPGV, GRBV y GVCV a escala global
(Fuente:(Cieniewicz et al., 2020)

En los ultimos afios se ha producido un aumento de la incidencia de algunos virus
como los virus GPGV (Grapevine Pinot Gris Virus) o virus del Pinot Gris, GRBV
(Grapevine Red Blotch Virus) o virus de la mancha roja y GVCV (Grapevine Vein
Clearing Virus) o virus del aclareo de nervios, y como podemos ver en la Figura 1, se
han convertido en una seria amenaza para el sector vitivinicola mundial (Cieniewicz et
al., 2020).
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Estudios como el de Alabi (Alabi et al., 2016) clasifican los efectos de los virus en tres
ambitos que afectan a la enologia:

- Efectos sobre la vid: Rendimiento y vigor de la planta

- Efectos sobre la uva: Desarrollo, maduracion y compaosicion de la uva (azucar, GAP,
acidez, pH)

- Efectos sobre el vino: Acidez total, polifenoles (taninos, antocianos y aromas)

Como consecuencia de estos efectos, encontramos un amplio rango de sintomas y
cambios metabdlicos en la vid, como podemos ver en la figura 2 (Cieniewicz et al.,
2020), y que pueden causar pérdidas econdmicas devastadoras en términos de
rendimiento y de calidad de la produccion (Alabi et al., 2016).

Figura 2: Sintomas visibles de diferentes virus de la vid. Deformaciones producidas
por el virus del Pinot Gris (GPGV), imagenes A y D. Sintomas del virus de la mancha
roja (GRBV) en Cabernet Sauvignon, imagen B, y en Cabernet Franc, imagen E.
Enfermedad del aclareo de nervios (GVCV), imagen F, comparado con una planta
sana, imagen C, en la variedad Chardonnay.

Fuente: (Cieniewicz et al., 2020)

Si bien hay mucha literatura sobre los efectos de los virus en el rendimiento y vigor de
la planta, la informacién es mas bien escasa cuando nos referimos al efecto en la
composicién sensorial, organoléptica y quimica tanto de la uva como del vino (Alabi et
al., 2016).

Todos estos efectos vienen condicionados y determinados por muchos factores, la
especie o familia de virus, el grado de infeccidn, o el grado de resistencia de la vid. En
este Ultimo aspecto, se ha demostrado que la especie Vitis.vinifera es particularmente
susceptible y los virus causan un efecto significativamente debilitante en ella respecto
a otras especies de vid (Meng et al., 2017). Igualmente se ha comprobado que cada
especie de vid puede presentar un grado de resistencia particular segun las distintas
familias de virus. De esta forma, las especies de vid americanas son generalmente
muy susceptibles a virus como el del entrenudo corto infeccioso GFLV (Grapevine
Fanleaf Virus) y, sin embargo, algunas de ellas pueden ser asintomaticas como en el
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caso de Vitis.labrusca (Meng et al,, 2017). Hay autores que incluso hablan de
combinaciones especificas y muy diferenciadas entre los virus y el huésped, y su
resultado puede afectar de manera notable a factores tan significativos como la
virulencia del virus, la susceptibilidad del cultivo o los dafos finales producidos (Alabi
et al., 2016).

Teniendo en cuenta los efectos desfavorables producidos por los virus, es evidente
que debemos controlar y vigilar la expansién de dichos virus. Ademas es esencial
garantizar la sanidad de las plantaciones mediante controles en la produccion y
comercializacién de las plantas de vid ya que, como sabemos, la multiplicacion de la
vid se produce de manera vegetativa (Messmer et al., 2021). Por consiguiente, sin esa
garantia de sanidad, podemos llegar a plantar vides ya infectadas provenientes de
cepas madre con virosis.

Para garantizar dicha sanidad, segun la legislacion espafiola, Unicamente se pueden
comercializar plantas de vid certificadas oficialmente como libres de determinados
organismos nocivos (MAPA, 2005). En el caso de los virus de la vid, esos organismos
nocivos, estan regulados en el Real Decreto 208/2003 del 21 de Febrero (MAPA,
2005) recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1: Lista de plagas reguladas no cuarentenarias que requieren inspeccion visual
para determinar su presencia y, en determinados casos, muestreo y ensayo. (Fuente:
(MAPA, 2005)

Geénero o especie Plagas reguladas no cuarentenarias

Materiales de multiplicacién de Vitis L. distintos de | Virus del mosaico del Arabis [ARMVO0O]

las semillas Virus del entrenudo corto infeccioso [GFLVO00]

Virus del enrollado de la vid 1 [GLRAV1]
Virus del enrollado de la vid 3 [GLRAV3]

Portainjertos de Vitis spp. y sus hibridos, excepto| Virus del mosaico del Arabis [ARMVO00]

Vitis vinifera L. Virus del entrenudo corto infeccioso [GFLVO00]

Virus del enrollado de la vid 1 [GLRAV1]
Virus del enrollado de la vid 3 [GLRAV3]
Virus del jaspeado de la vid [GFKV0OQ]

Segun la normativa vigente, se inspeccionaran estos tipos de virus en el material
vegetativo y en los portainjertos y, cuando se detecten dichos organismos nocivos,
como consecuencia de los controles oficiales, se tomaran las medidas pertinentes
para su control (MAPA, 2005).

Por consiguiente, podemos indicar tres importantes razones para eliminar a los virus
de las plantas de vid:

1. Los efectos sobre la vid conllevan reducciones en el rendimiento y vigor de la
planta y diferencias en la composicion tanto de la uva como del vino que se
elabora con ella.

Alberto Aguado Martinez, UNIVERSIDAD DE VALLADOLID, CAMPUS DE PALENCIA
Grado en Enologia -6 -




Obtencién de plantas de vid libres de virus mediante el uso de la Crioterapiay la Termoterapia.

2. La multiplicacion vegetativa de la vid favorece la expansion y la infeccién de los
virus.

3. La legislacion espafiola solo permite la comercializacion de plantas libres de
determinados virus (los que figuran en la Tablal).

3. JUSTIFICACION

El cultivo de la vid es uno de los méas importantes en Espafia, el pais con mayor
superficie de vid cultivada con 966 millones de hectareas (OIV, 2021). Ademas, es
indudable la importancia del sector vitivinicola en Espafia, siendo un pais puntero en
exportacion, consumo y también en produccion de vino con 33,5 millones de
hectolitros elaborados en el afio 2018 (Ol1V, 2021).

En un contexto de cambio climético, que esta afectando seriamente a las condiciones
sanitarias de los cultivos, es vital controlar el estado sanitario de nuestros vifiedos.
Aungue no se dispone de datos precisos sobre las pérdidas econdmicas asociadas a
los virus de la vid, hay que vigilar y controlar la presencia de dichos virus, unos
patdgenos frente a los que no existe tratamiento especifico y que pueden ser
responsables de muchas enfermedades y/o malformaciones. Ademés de los efectos
directos sobre la planta, los virus tienen un efecto debilitante sobre la vid (Meng et al.,
2017), lo que la hace que sea mas susceptible a otras nuevas enfermedades, entrando
asi en un ciclo muy desfavorable para la planta.

Debido a la importancia del cultivo de la vid tanto en Espafia como en el mundo, a los
efectos tan desfavorables de los virus de la vid y a la falta de tratamiento directo frente
a ellos, debemos ser conscientes de lo esencial que es la obtencién de vides libres de
virus para asi poder obtener una uva de la mejor calidad posible.

Actualmente, el manejo contra los virus de la vid se basa Unicamente en la prevencion
(Fuchs, 2020) y en el control de las plagas que son vectores de dichos virus. Como no
hay tratamientos especificos para luchar contra los virus, se estan ensayando nuevos
métodos para eliminar los virus de la vid.

Por consiguiente, nos ha parecido pertinente hacer una revision sobre las bases
cientificas y los resultados de algunos de estos métodos, como la crioterapia y la

termoterapia, cuyos resultados preliminares, dirigidos a la obtencion de plantas de vid
libres de virus, son prometedores.

4. OBJETIVOS

Los objetivos de esta revision bibliogréafica son los siguientes:

- Describir los efectos de los virus en la vid y explicar la importancia de la
obtencion de vides libres de virus.

- Revisar las técnicas y protocolos de la crioterapia y la termoterapia y sus
efectos sobre los virus de la vid.

- Revisar los resultados de la crioterapia y la termoterapia para la obtencion de
plantas de vid libres de virus.
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5. METODOS Y MATERIALES

5.1 Busqueda de informacion y bases de datos

Esta revision bibliografica se ha realizado utilizando la informacién obtenida en
diferentes bases de datos y diferentes “webs”, como, Vitis-Vea, WOS (Web Of
Science) y ScienceDirect. En dichas bases de datos se han seleccionado los articulos
cientificos o estudios relacionados con el tema propuesto en el trabajo.
Debido a los cientos de articulos relacionados y para filtrar toda la informacion
obtenida, se utilizaron las palabras clave “Crioterapia”, “Termoterapia”, “Vides libres de
virus”, “Virus de la vid”, “Crioconservacion” y “Cultivo in vitro”, tanto en inglés como en
castellano. Ademas, se tuvo en cuenta el afio de publicacion, priorizando los articulos

de los ultimos 20 afios.
5.2 Elaboracion de la revisién bibliogréafica

Para la redaccion de esta revision bibliografica, se ha seguido la normativa recogida
en el documento “Normas de estilo y formato de TFG Enologia” de la pagina web de la
Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias.

6. ANALISIS BIBLIOGRAFICO

6.1 Los virus en la vid
6.1.1 Tipologia y clasificacién

Para poder entender el efecto de los virus en la vid debemos clasificar y describir las
distintas familias y géneros de dichos virus, ya que, cada uno, se comporta de manera
muy diferente y tiene unos sintomas propios.

Como hemos comentado anteriormente, se han encontrado mas de 80 virus
relacionados con la vid (Messmer et al., 2021), que se agrupan en 37 diferentes
géneros y en 18 familias (Fuchs, 2020). Sin embargo, hay autores como (Fuchs, 2020)
gue argumentan que solo dos tercios de esos mas de 80 virus estan relacionados con
enfermedades y dafios econdmicos en la vid. Se ha demostrado que los virus del
género Nepovirus , en particular, son los que mas pérdidas econdémicas causan (Meng
et al., 2017). De hecho, todos los virus de cuarentena, se agrupan en Unicamente 3
géneros, el género Nepovirus, el género Closterovirus y el género Maculavirus (Fuchs,
2020). A continuacién, se describiran estos tres géneros y las caracteristicas de los
virus de cuarentena.

El género Nepovirus es el mas extendido y el mas numeroso dentro de los virus que
afectan a la vid (Meng et al., 2017). Dentro de este género encontramos dos de los
virus mas importantes, el virus del entrenudo corto infeccioso (GFLV) y el virus del
mosaico del arabis (ArMV) (Fuchs, 2020).

Virus del entrenudo corto infeccioso (GFLV)

El virus del entrenudo corto infeccioso se describioé por primera vez en Francia en 1865
y sus sintomas son muy amplios como podemos ver en las imagenes de la Figura 3.
Estos sintomas varian desde malformaciones en las hojas, decoloraciones amarillas
en las partes vegetativas e incluso hinchamientos y decoloraciones en los nervios
(Meng et al., 2017).
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Figura 3: Sintomas del virus del entrenudo corto infeccioso
(Fuente:(Pasteur & Koch, 2014).

Virus del mosaico del arabis (ArMV)

El virus del mosaico de la vid se detect6 por primera vez en 1963 en vifiedos de la
antigua Yugoslavia (Pasteur & Koch, 2014), aun asi, ha sido el ultimo virus afiadido a
la lista de virus de cuarentena de la vid (MAPA, 2005).

La lucha contra los virus pertenecientes a este género se basa en el control de plagas.
Los &caros y los nematodos son los vectores mas comunes de los virus del género
Neporovidae (Fuchs, 2020). Al ser del mismo género que el virus del entrenudo corto
infeccioso, los sintomas del ArMV son muy similares, sobre todo en las
malformaciones de las hojas (Pasteur & Koch, 2014).

Otro de los géneros importantes es el de los Closterovirus, al cual pertenecen dos
virus muy dafiinos, los virus del enrollado de la vid 1 y 3 (GLRaV1l y GLRaV3)
Grapevine Leaf Roll Virus. Ademas, a la familia de los Closteroviridaes también
pertenecen los demas virus relacionados con el enrollado de la vid, GLRaV2, GLRaV4,
GLRaV7 y GLRaV13 (Fuchs, 2020).

Virus del enrollado (GLRaV)

El primer caso documentado de transmision del virus del enrollado se produjo en
Alemania en 1936 por Schau, aunque previamente, en 1853 ya se habian descrito y
observado algunos de sus sintomas.

Los sintomas mas comunes se producen en las hojas con la aparicion de clorosis y
con una coloracion verde en sus nervios, como podemos ver en la Figura 4 (Meng et
al., 2017). Ademas, la hoja puede volverse mas fina, mas endeble e incluso caerse de
la planta (Pasteur & Koch, 2014).

Actualmente, las pérdidas econdmicas del virus del enrollado son abrumadoras, en
algunos articulos recientes (Pasteur & Koch, 2014) se estima un impacto econdémico
desde 25.000 hasta 40.000 dolares por hectarea en estudios realizados en Nueva
York en cepas con 25 afios.
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Figura 4: Sintomas visibles en las hojas del virus del enrollado en la vid
Fuente: (Meng et al., 2017).

Finalmente, dentro del género de los Maculavirus, se ubica un virus tan importante
como el del jaspeado (GFkV), ademéas de otros como el virus del Redglobe (GRGV)
(Fuchs, 2020).

Virus del jaspeado (GFkV)

El virus del jaspeado tiene un largo periodo de latencia por lo que se le ha relacionado
histéricamente con una mayor y mas longeva asociaciébn con Vitis vinifera.
Actualmente, esta extendido por todo el mundo, tanto en los cultivos de vid europeos
como en muchos de los portainjertos americanos (Meng et al., 2017).

Sus sintomas los podemos observar en las imagenes de la Figura 5. Los mas livianos
son el aclareo de la coloracion de los nervios y los méas severos pueden llegar al
retorcimiento y curvatura las hojas (Meng et al., 2017).

Figura 5: Sintomas visibles en las hojas infectadas por el virus del jaspeado
Fuente:(Pasteur & Koch, 2014).

Ademas de los virus de cuarentena, la vid sufre el ataque de ciertos virus que son
menos comunes y menos estudiados, pero que podrian presentar un problema mayor
en un futuro. Uno de estos virus es el de las manchas rojas o Red Blotch Virus
(GRBV), el cual pertenece al género de los Grablovirus (Fuchs, 2020), y cuyos
sintomas no se describieron hasta el afio 2011. Su efecto se puede observar
claramente en la Figura 6 (imagen B) ya que provoca unas caracteristicas manchas
rojas en las hojas, sobre todo en la época del envero (Cieniewicz et al., 2020).
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Otro de los virus en auge es el del aclareo de nervios o Grapevine Vein Clearing
(GVCV), perteneciente al género de los Badnavirus (Fuchs, 2020). Sus sintomas mas
comunes, detallados en la Figura 6 (imagen A), son la apariciébn de hojas deformes
cuyos nervios se vuelven mas translucidos (Cieniewicz et al., 2020).

Figura 6: Sintomas visibles en las hojas infectadas porlos virus del GVCV (A) y del
GRBYV (B) respectivamente (Fuente: (Pasteur & Koch, 2014).

En la Tabla 2 se recogen los sintomas méas comunes de los diferentes virus
anteriormente descritos.

Tabla 2: Recopilatorio de los sintomas de los principales virus de la vid.
(Fuente: Elaboracién propia)

VIRUS SINTOMAS

GFLV (Virus del entrenudo corto) Decoloraciones amarillas en los dérganos
Malformaciones e hinchazones de las hojas

ArMV (Virus del mosaico del arabis) Malformaciones en las hojas

GLRaV (Virus del enrollado) Clorosis, nervios verdes y hojas mas débiles

GFkV (Virus del jaspeado) Hojas curvadas, retorcidas y nervios mas claros

GRBYV (Virus de la mancha roja) Manchas rojas en las hojas

GVCV (Virus del aclareo de nervios) Hojas deformes y nervios translicidos

6.1.2 Efectos de la virosis

Los virus en la vid llevan a cabo un espectro muy amplio y variado de efectos cuya
gravedad depende de muchos factores, como la virulencia del virus (Cieniewicz et al.,
2020) o el grado de resistencia o de tolerancia de la planta (Alabi et al., 2016). Por
este motivo, los resultados descritos en los distintos estudios que analizan los efectos
de los virus en la vid son de casos particulares, condicionados por los factores propios
de cada estudio y, de esta manera, las conclusiones obtenidas no seran extrapolables
a otras condiciones o a distintas variedades.

Para analizar este espectro tan amplio, se suelen dividir los efectos de los virus en tres
apartados, efecto sobre el desarrollo de la vid, efecto sobre la composicion de la uvay
efecto sobre la calidad del vino final (Alabi et al., 2016).
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Efecto en el desarrollo de la vid

Los efectos de los virus sobre el desarrollo de la vid se manifiestan en dos aspectos
tan importantes como son el rendimiento y el vigor de la planta. Aunque, de manera
general, las vides infectadas o con alguna enfermedad son menos productivas y
menos vigorosas que las vides sanas (Meng et al., 2017), el grado de los dafios es
muy variable.

Se han hecho numerosos estudios sobre el efecto de los virus sobre el rendimiento del
cultivo. El de Alabi (Alabi et al., 2016) es de los més recientes y completos. Se realizd
sobre la variedad Merlot en tres afios y demostré que determinados virus como el del
enrollado (GLRaV), pueden tener un claro efecto sobre el rendimiento del cultivo
infectado. Los resultados mostraron una reduccién en el nimero de racimos por cepa
de entre el 14 y el 20 por ciento en vides con sintomas (Alabi et al., 2016). En otras
variedades, como la Sultana, se han observado también diferencias en el rendimiento
debido al efecto debilitante de los virus (Woodham & Emmett, 1984). Otros autores
como Meng (Meng et al., 2017) encontraron una reduccion mayor del rendimiento que
puede llegar a ser del 26% en vides afectadas por el virus del entrenudo corto
infeccioso (GFLV) e incluso hasta el 40% en vides afectadas por el virus GLRaV
(Pasteur & Koch, 2014).

En cuanto al vigor, encontramos los mismos efectos. Debido a la reduccién del vigor,
con una superficie foliar mucho menor y una actividad fotosintética reducida (Pasteur &
Koch, 1941), hay virus, como el del entrenudo corto infeccioso (GFLV), que
disminuyen el nimero de racimos, presentando también racimos mas pequefios (Meng
et al., 2017). De hecho, autores como Alabi (Alabi et al., 2016), cifran el efecto en
reducciones de entre el 16 y el 28 por ciento en el peso medio de los racimos en vides
infectadas por el virus del enrollado (GLRaV) en comparacién con vides sin sintomas.

Como resultado de la reduccion en el rendimiento y en el vigor de la vid, se producen
unas pérdidas econémicas cuya repercusion dependera de factores como la tolerancia
de la vid a cada uno de los virus. De hecho, hay vifiedos mas tolerantes a virus como
el GFLV, que pueden producir unos cultivos sanos y con un buen rendimiento y vigor,
mientras que otros mas sensibles se ven afectados de manera severa mostrando un
claro declive en el rendimiento (Pasteur & Koch, 2014).

Por este motivo, los resultados de estos estudios y ensayos estardn muy
condicionados por muchos otros factores como la tolerancia de la planta, el grado de
virosis, los vectores presentes en la zona o incluso la variedad (Pasteur & Koch, 2014)
y (Alabi et al., 2016).

Efecto en la composicion de la uva

Los efectos sobre la calidad y la composicion de la uva se manifiestan en los analisis
de los componentes finales de la uva, como la acidez, los azucares, el pH o el
contenido en polifenoles.

A diferencia de los efectos sobre el rendimiento y vigor, los efectos sobre la
composicion de la uva son méas confusos y menos precisos. Esto es debido a que,
aungue podriamos pensar que la calidad de la uva es menor debido al efecto los virus,
en ocasiones, al obtener racimos mas pequefios, hay parametros de calidad que
pueden verse incluso favorecidos por la infeccion. Por este motivo, los efectos en los
parametros de calidad no son uniformes y pueden ser inversamente proporcionales al
nivel de reduccién del rendimiento (Meng et al., 2017). Ademas factores como la
especie de vid también condicionan los efectos sobre la calidad de la uva ya que,
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mientras especies de vid americanas como Vitis labrusca muestra muy pocos
sintomas, Vitis vinifera es muy sensible a virus como el del entrenudo corto infeccioso
(GFLV) (Pasteur & Koch, 2014).

Aun asi, por lo general, lo mas habitual es encontrar una reduccién en la calidad de la
uva en vides infectadas por virus.

En el estudio de Alabi (Alabi et al., 2016) se observa que, desde la época de
maduracién hasta la vendimia, las diferencias entre la composicion de la uva en vides
infectadas y sanas se vuelven mucho més significativas. Especificamente, este estudio
realizado sobre la variedad Merlot, mostré que, las vides infectadas con el virus del
enrollado (GLRaV), sufrieron un efecto importante sobre el pH, que se redujo entre el 2
y el 3 por ciento; sobre la acidez, que sufri6 un aumento medio del 8%; y sobre el
contenido en azlcares de la baya, el cual se vio ligeramente disminuido y cuyo
problema derivé en un menor grado alcohdlico del vino (Alabi et al., 2016). Algunos
estudios, (Pasteur & Koch, 2014) y (Meng et al., 2017), coinciden en que la causa de
estos efectos reside en una maduracién tardia y mas lenta de la baya debido al efecto
de virus como el GLRaV. Sin embargo, no hay literatura que permita extrapolar estos
resultados a otras variedades o condiciones.

Efecto en la calidad del vino

Los parametros analiticos que acusan el efecto de los virus en el vino son muchos,
pero por lo general, afectan al pH, a la acidez total, al grado alcohdlico, al contenido en
polifenoles y a los andlisis sensorial y organoléptico (Alabi et al., 2016). Teniendo en
cuenta estos parametros, podemos hablar de unos efectos en el vino tan confusos y
poco uniformes como en el caso anterior. Aun asi, estudios como el de Pasteur
(Pasteur & Koch, 2014), muestran que virus como el GLRaV tienen un efecto notable
que se manifiesta en reducciones del contenido en proteinas y en isoenzimas en el
mosto.

En la Tabla 3 se recogen los resultados de un estudio realizado en la variedad Merlot
por Alabi (Alabi et al., 2016), uno de los pocos que recogen de forma ordenada los
efectos de la virosis sobre el vino . En ella podemos observar como hay parametros,
como el contenido de taninos, que pueden llegar incluso a aumentar en el caso de las
vides sintomaticas.

Tabla 3: Comparacion de los parametros de calidad del vino entre vides infectadas por
el virus del enrollado (GLRaV) y vides asintomaticas en la variedad Merlot durante tres
afos consecutivos (Elaboracién propia Fuente: (Alabi et al., 2016).

13,24
53
3,56
530

2009 2010 2011
Asintomatica Sintomatica Asintomatica Sintomatica Asintomatica Sintomatica
Alcohol %vol 14,98 13,8 14,8 13,86 14,01
Acidez g/l 3,3 3,83 6,21 5,95 5,03
pH 3,84 3,91 3,42 3,38 3,59
Antocianos mg/| 314 243 670 602 538
Taninos mg/I 446 509 1108 805 520

Hay otros autores como Meng (Meng et al., 2017), que simplemente descartan la
implicacion, de virus como el del entrenudo corto infeccioso (GFLV), en parametros
como el contenido en fenoles. Sin embargo, en el caso de los antocianos, se ha
demostrado que el virus del entrenudo corto infeccioso (GFLV) puede interferir en sus
rutas metabdlicas dando lugar a antocianos mas inestables (Meng et al., 2017). En la
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Tabla 3, vemos como en el caso de vides infectadas con virus del enrollado (GLRaV),
también existe una reduccion del contenido en antocianos totales en el vino (Alabi et
al., 2016).

Uno de los efectos mas negativos de los virus en la calidad del vino final es, sin duda,
la reduccién del grado alcohdlico. Como podemos comprobar en la Tabla 3, esta
reduccion del contenido en alcohol, esta relacionada con un menor contenido en
azucares y puede llegar a ser del 14% (Alabi et al., 2016).

Finalmente, en el ambito sensorial, hay muchos menos estudios debido a la
subjetividad de este andlisis, ademas, no es facil describir el efecto de los virus en el
vino (Meng et al., 2017). En algunos estudios como el de Alabi (Alabi et al., 2016) en
el que se observan las caracteristicas analiticas de polifenoles en el vino, se
argumenta que, al tener menos antocianos, el color es mas evolucionado y con menos
tonos puarpuras. Ademas, por lo general, los vinos de vides afectadas por virus tienen
un contenido aromatico menor (Pasteur & Koch, 2014) y por tanto un peor “bouquet”
(Meng et al., 2017).

6.2 Crioterapia
6.2.1 Definiciéon y procedimientos

Existen pocos estudios del uso de la crioterapia en comparacion con los métodos
tradicionales para la eliminacién de virus (Bettoni et al., 2016), lo cual puede deberse a
que se trata de una técnica reciente (Zvjezdana Markovi¢ et al., 2018). De hecho, se
trata de procedimientos que en fase de experimentacibn y se necesitaran mas
ensayos tanto para el desarrollo de protocolos de crioterapia como sobre el efecto en
distintas condiciones o factores, ya que la literatura en estos apartados es mas bien
escasa.

La crioterapia es una técnica de cultivo in vitro, basada en la crioconservacion, que
consiste en someter a la planta a tratamientos a baja temperatura (-196°C) para
eliminar patégenos (Bettoni et al.,, 2016). Esta técnica se empezé a utilizar en la
década de 1990 (Zvjezdana Markovi¢ et al., 2018), y se espera que complemente y/o
reemplace a los métodos tradicionales de erradicaciéon de patégenos (Bettoni et al.,
2016).

La accion fisica y anatdmica de la crioterapia sobre el material vegetativo, como
podemos observar en la Figura 7, afecta a las células infectadas por el patdgeno
(CIP), que mueren al ser sometidas a temperaturas tan bajas y pasan a ser
denominadas células muertas (CM). Las células libres de patégenos (CLP), gracias a
los crioprotectores pasan a ser células supervivientes (CS). De esta forma, tras el
proceso de crioterapia, el brote estard compuesto por células muertas congeladas y
células vivas sin virus que, al revertir las condiciones de baja temperatura, se
desarrollaran dando lugar, de manera teérica, a una planta superviviente y libre de
virus (Bettoni et al., 2016).
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Figura 7: Disposicion de las diferencias fisico-anatomicas en las células cercanas y
alejadas de la cupula meristeméatica en la zona apical tras la crioterapia. DM: cupula
meristematica; PF: primera foliar; CLP: células sin patdgeno; CIP: células infectadas
por patégeno; CS: célula superviviente; CM: células muertas; M, mitocondrias; V,
vacuola; NU, nucleo; N, nucléolo; P, protoplasto. (Fuente: (Bettoni et al., 2016)

Antes de comentar los protocolos de la crioterapia, es preciso hablar de la
crioconservacién ya que ambas tienen mucha relacién, de hecho, autores como
(Matsumoto & Sakai, 2003) o (Q. Wang et al., 2004) solamente hablan de este método
sin hacer referencia a los procedimientos de la crioterapia. La crioconservacion es un
método de conservacion a largo plazo en el cual las plantas se almacenan a una muy
baja temperatura en nitrégeno liquido (Z. Markovi¢ et al., 2015). Actualmente, es una
opcién muy util para la conservacién de germoplasma de la vid (Matsumoto & Sakai,
2003) porque permite el almacenamiento de células, tejidos, 6rganos y meristemos a
un bajo coste y durante un tiempo potencialmente ilimitado (Ganino et al., 2012).

También es necesario hablar de cultivo de meristemos o0 puntas apicales (Shoot tips),
una técnica de cultivo in vitro que consiste en el crecimiento de pequefios brotes
apicales de ente 0,5y 1 cm (Ganino et al., 2012), cada uno con una yema auxiliar y
una hoja (Bi et al.,, 2018). Salvo escasas excepciones, en todos los articulos
consultados se utiliza esta técnica para la preparacion de la muestra que sera
sometida a crioterapia. De hecho, en algunos articulos como el de Bi (Bi et al., 2018),
se le da una importancia enorme a la preparacion de los denominados “shoot tips”. Las
etapas de la preparacion de meristemos apicales se recogen en la Figura 8, en la cual
podemos ver la preparacion de los meristemos apicales y su posterior crecimiento tras
el proceso de crioconservacion por microgotas.
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Figura 8: Cultivo de meristemos “shoot tip” en el proceso de crioconservacion y
recuperacion de la variedad Cabernet Sauvignon. (a)Segmentos nodales después de 2
semanas de cultivo de los que se extirparon las puntas de los brotes; (al) vista mas
cercana que muestra una yema auxilar alargada. (b) Una punta apical de brote (1,0
mm) que contiene 5-6 primordios de hoja utilizados para la crioconservacion. (c)
Microgotas PVS2 que contienen los “shoot tips”. (d) Una punta apical de un brote
superviviente después de 7 dias de cultivo después de la crioconservacion. (e) Un
bote apical normal y (f) una estructura desorganizada del brote recuperada de puntas
de brotes crioconservados después de 8 semanas de post-cultivo. (g) Observaciones
histol6gicas de brotes normales con tallo, hojas y un brote apical y (h) estructuras
desorganizadas recuperadas de puntas de brotes crioconservados después de 6
semanas de post-cultivo. AB yema apical, DS estructura desorganizada, CSST brote
apical crioconservado superviviente (Bi et al., 2018).

Dentro de la crioterapia encontramos diferentes técnicas, como la encapsulacion-
deshidratacion o la encapsulacion-vitrificacion (Bettoni et al., 2016), todas ellas se
basan en eliminar patdgenos usando bajas temperaturas mientras se protege a la
planta de los efectos de dichas temperaturas tan bajas. A continuacion, revisaremos
las metodologias mas importantes, sus procedimientos y los ensayos encontrados de
estas técnicas en plantas de vid.

Vitrificaciéon

El fendbmeno conocido como vitrificacion consiste en un enfriamiento ultrarrapido que
se consigue introduciendo el material vegetativo de la planta en nitrdgeno liquido
(Bettoni et al., 2016) tan rapido que evita la formacion de cristales de hielo en las
células (Q. C. Wang et al., 2005) y asi elimina el potencial dafio intracelular de la
cristalizacion (Ganino et al., 2012). Los protocolos de vitrificacién se han aplicado a un
amplio rango de material vegetativo (Matsumoto & Sakai, 2003) y se basan en la
deshidratacion de material en soluciones PVS2 o PVS3 (Plant Vitrification Solution) de
un agente crioprotector como el glicerol (Bettoni et al., 2016). Estas soluciones (PVS2
o PVS3), se componen de glicerol al 30% (p/v), etileno glicol al 15% (p/v),
dimetilsulfoxido al 15% (p/v) y sacarosa 0,4M (Matsumoto & Sakai, 2003), (Pathirana
et al.,, 2016) y (Q. Wang et al., 2004).

De manera general, los protocolos de la vitrificacion se dividen en diferentes fases,1)
la escision de tejido meristematico (yemas auxiliares apicales) (Matsumoto & Sakai,
2003), 2) la deshidratacion con soluciones de vitrificacion (PVS2 o PVS3), 3) el
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enfriamiento instantdneo con nitrégeno liquido a -196°C, 4) la recuperacion en caliente
(bafios de 40°C) y 5) la regeneracion del material vegetal en un medio de cultivo
(Bettoni et al., 2016). En la practica, cada estudio y cada ensayo tiene su propia
metodologia y sus propias fases. En algunos estudios (Matsumoto & Sakai, 2003),
utiizan 1,5 ml de solucibn PVS2 a 0°C para deshidratar y luego realizan el
enfriamiento con nitrégeno liquido (LN) durante 60 minutos, mientras que otros como
(Q. Wang et al., 2003) utilizan 2 ml de PVS2 o PVS3 a 0°C durante 50 minutos,1 hora
en LN y después un bafio caliente a 40°C durante 3 minutos.

Vitrificacion por microgotas

La vitrificacion por microgotas es un método derivado de la vitrificacion, que combina
la aplicacion de soluciones de vitrificacion altamente concentradas con tratamientos
con agentes crioprotectores (Bettoni et al., 2016). Los protocolos son muy similares a
los de la vitrificacién, la Unica diferencia es que, una vez deshidratado, el material
vegetativo se coloca sobre laminas de aluminio y se afiaden microgotas de PVS2 o
PVS3 para lograr un enfriamiento mas rapido cuando se sumergen en nitrégeno
liquido (Zvjezdana Markovi¢ et al., 2013). Aun asi, cada ensayo tiene su metodologia,
por ejemplo en la cantidad de PVS2 utilizado o en el volumen de las microgotas,
estudios como el de Bi (Bi et al., 2018) utilizan microgotas de 2,5 pl, mientras que otros
como el de Zvjezdana (Zvjezdana Markovic et al., 2013) utilizan microgotas de 5 pl.

La clave para que esta técnica resulte exitosa, es optimizar la tolerancia de la muestra
a la deshidratacion en las soluciones de vitrificacion (Bettoni et al., 2016) y, ademas,
utilizar de manera precisa el proceso de insercion de las microgotas (Bi et al., 2018).

Encapsulacion- Vitrificacion

La encapsulacion- vitrificacién es otra técnica de crioterapia derivada de la vitrificacion
en la cual los brotes apicales se encapsulan en perlas de alginato para obtener una
mayor proteccion del material vegetativo frente a la congelacion (Bettoni et al., 2016).

Los protocolos son bastante parecidos entre los distintos ensayos. Anteriormente al
proceso de encapsulacion, las perlas de alginato se preparan en suspensiones con
concentraciones de sacarosa que van creciendo diariamente (Bettoni et al., 2016), en
concreto, en el estudio de Wang (Q. Wang et al., 2004) las concentraciones de
sacarosa iban aumentando desde 0,25M hasta 0,75M durante tres dias. Después, las
perlas son rapidamente secadas en tejidos de celulosa (Q. Wang et al., 2004) y
seguidamente se produce la deshidratacion y el enfriamiento a -196°C como se
estipula en el protocolo normal de vitrificacion (Bettoni et al., 2016).

Encapsulacion- Deshidratacion

La encapsulacién-deshidratacion es una técnica que combina los procedimientos de la
encapsulacion y la deshidratacion en gel de silice (Zvjezdana Markovic¢ et al., 2013). El
método consiste en la formacién de un endospermo artificial que rodea el tejido
compuesto por un gel de silicato (Bettoni et al., 2016) en el cual se deshidratan las
perlas para después ser sumergidas en el nitrégeno liquido (Zvjezdana Markovi¢ et al.,
2013).

Las fases comunes en todos los ensayos estudiados son la escision y encapsulacion
en perlas del material vegetativo, el precultivo en concentraciones de sacarosa
acumulativas, la deshidratacion en el gel y el enfriamiento a -196°C en nitrégeno
liquido (Bettoni et al., 2016).
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6.2.2 Resultados y viabilidad

Markovic llevo a cabo varios estudios, en 2013, 2015 y 2018, en los que analiz6 los
resultados obtenidos en diversos estudios para evaluar la viabilidad de la crioterapia.
Para ello se centré en la comparacion de diversos factores, entre los que destaca la
eficacia en la eliminacion de virus y la supervivencia y crecimiento de la planta tras el
tratamiento (Z. Markovi¢ et al., 2015). La viabilidad de esta técnica residira en que
ambos parametros lleguen a valores altos, ya que, de nada servira obtener un alto
porcentaje de eliminacion de virus, si el porcentaje de plantas que sobrevive es muy
bajo, y viceversa, de nada servira obtener un porcentaje muy alto de plantas
supervivientes si no estan sanas.

Los resultados obtenidos son muy variables, y dependen de la variedad de vid y del
tipo de virus, ya que estan relacionados con factores como la resistencia de la
variedad al frio y al tipo de virus y/o su potencial de regeneracion tras la aplicacién de
la crioterapia (Z. Markovi¢ et al., 2015) y (Zvjezdana Markovi¢ et al., 2018). En la Tabla
4, se recogen una serie de estudios sobre el efecto de la crioterapia con nitrégeno
liquido en distintas variedades, y como podemos apreciar, los valores de supervivencia
tras la técnica varian desde el 0% en las variedades Plavac mali y Posip hasta el 75%
en la variedad Merlot.

Tabla 4: Supervivencia y regeneracion de vides infectadas y sanas tratadas con
crioconservacion (LN+) y sin crioconservacion (LN-) (Elaboracién propia: Fuente: (Z.
Markovi¢ et al., 2015)

%Supervivencia %Crecimiento

Variedad y virus LN- LN+ LN- LN+

Pinot Noir (sana) 50 50 0 0
Pinot Noir (GFLV) 90 37,9 0 0
Chardonnay (sana) 77,5 61,4 25 30
Chardonnay (GFLV) 69,4 50,9 55,6 30,7
Cabernet Sauvignon (sana) 75 57,7 35 46,6
Cabernet Sauvignon (GLRaV-3) 86,9 61,8 62,3 41,6
Merlot (sana) 90 75 90 70
Merlot (GLRaV-3) 85,5 67,9 79,2 61
Plavac Mali (sana) 0 0 0 0
Plavac Mali (GLRaV-1) 0 0 0 0

En todo caso, este estudio es uno de los pocos que compara los efectos de la
crioterapia en distintas variedades utilizando la misma metodologia y las mismas
condiciones. Se necesitaria disponer de muchos mas datos y ensayos para comprobar
la eficacia de la técnica de forma global y para determinar las variedades que mejor o
peor se comportan tras el proceso de crioterapia.

A pesar de que se dispone de un numero limitado de estudios en este sentido, he
elaborado la siguiente tabla recopilatoria y comparativa con los ensayos mas
significativos (Tabla 5).
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Tabla 5: Recopilacion de los resultados mas significativos de ensayos de la crioterapia
en plantas de vid. (Fuente: Elaboracién propia)

Tratamiento

Estudio

% Eliminacion de
los virus

% Supervivencia de la
planta

Vitrificacion

(Matsumoto &
Sakai, 2003)

ND*

Cabernet Sauvignon: 85%
Chardonnay: 86%
Cabernet Franc: 33,3%
Moscatel: 76,7%

Vitrificacion por

(Z. Markovic et

Cabernet Sauvignon

Cabernet Sauvignon: 61%

microgotas al., 2015) (GLRaV3):77%
Chardonnay: 50,9%
Chardonnay (GFLV):
100%
Vitrificacién por | (Pathirana etal., | ND* Sauvignon Blanc: 30%
microgotas 2016) Gewdztraminer: 41.3%
Riesling: 44.7%
Vitrificacion por | (Bi et al., 2018) ND* Cabernet Sauvignon: 72%

microgotas

Chardonnay: 66%
RedGlobe: 46,7%
Kyoho: 45%

Encapsulacion-
Vitrificacion

Variedad Bruti

(Q. Wang et al.,
2003)

0,5mm (GVA): 94%
1mm (GVA): 97%
1,5mm (GVA): 97%
2mm (GVA): 94%

0,5mm: 50%
1mm: 65%
1,5mm: 60%
2mm: 50%

Vitrificaciéon (Collins & Jones, | PVS2 (50min) PVS2 (50min): 75%
1981) (GLRaV-3): 100%
Variedad: PVS2 (75min) PVS2 (75min): 50%
Cabernet (GLRaV-3): 100%
Sauvignon PVS2 (100min) PVS2 (100min): 23%
(GLRaV-3): 100%
Vitrificacién (Collins & Jones, | 0,5mm: 0,5mm: 52%
1981) (GLRaV-3):100%
Variedad: Imm: 1mm: 75%
Cabernet (GLRaV-3):100%
Sauvignon 1,5mm: 1,5mm: 60%

(GLRaV-3):100%

*ND=No determinado
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Como podemos ver en la Tabla 5, dependiendo de la técnica de crioterapia utilizada y
de la variedad sometida a tratamiento, los resultados varian significativamente. La
variedad Cabernet Sauvignon es la mas estudiada en ensayos de crioterapia y
podemos ver en los resultados como, a pesar de tener porcentajes de supervivencia
tras el tratamiento muy variables, desde el 61,8% (Z. Markovi¢ et al., 2015) hasta el
85% (Matsumoto & Sakai, 2003), es una de las variedades estudiadas que mejor se
adapta a la crioterapia. . Actualmente, con los datos disponibles hasta la fecha, los
protocolos que se suelen recomendar son muy generales. Seria interesante
intensificar los estudios para establecer metodologias més especificas, dependiendo
de la variedad y de otros factores que actualmente no se tienen en cuenta.

Por otro lado, en la Tabla 6 se muestra que la duracion del proceso de deshidratacion
con PVS3 y PVS3, previo al enfriamiento con LN, es determinante en la supervivencia
de la planta. Se demuestra que, una duracion en la deshidratacion de 30 minutos
(Zvjezdana Markovi¢ et al., 2013) o de 50 minutos maximo (Collins & Jones, 1981),
seria suficiente para obtener un porcentaje alto de supervivencia, y que, con tiempos
de deshidratacién mayores la eficacia de la crioterapia disminuye (Tabla 6).

Tabla 6: Efecto de la duracién del proceso de deshidratacién con PVS2 y PVS3 en el
%de supervivencia y el % de crecimiento de “shoot tips” sin crioconservacion (LN-) y
con crioconservacion (LN+) (Fuente: (Zvjezdana Markovi¢ et al., 2013)

Survival (%=50) Regrowth (%+50)
Pvs2 PVE3 Pyvs2 PYE3

LN +LN LN +LN LN +LN LN +LN

Loading control 70041410 - 0.0+141a - 70.0+141a - 0.0+£14.1a

1 PYS/30 min 100.0+0a 60.0+0a 80.0=14.1a 50.0+14.1b
PYS/40 min 30.0+141¢cd 40.0+0c 10.0+14.1b 0.0b 300+14.1bc 40.0+00 100141 0.0c
PAVS/80 min 8.3+£11 Bde 0.0e 0.0b 0.0k B.3+11.8cd 0.0e 00.0c 0.0c
PVS/120 min 10.0+14.1de  10.0+14.1de 0.0b 0.0b 10.0+14.1cd 0.0e 00.0c 0.0c

6.3 Termoterapia
6.3.1 Definicién y procedimientos

La termoterapia es una técnica de cultivo in vitro en la que se aplican altas
temperaturas con la finalidad de obtener plantas en las que los virus hayan sido
erradicados (Panattoni & Triolo, 2010). Esta técnica se comenzd a considerar en la
década de los 70 (Woodham & Emmett, 1984) y por lo general siempre se utiliza junto
con otras técnicas de eliminacién de virus como la quimioterapia (Hu et al., 2020) o
asociada al cultivo meristematico (Maliogka et al., 2009). Es una técnica bastante
utilizada ya que, aunque no se consiga eliminar la totalidad de los patégenos de la
muestra infectada, en el caso de los virus, las altas temperaturas frenan su replicacion
y su tasa de infeccién (Panattoni et al., 2007).

En el caso de la termoterapia los procedimientos son muy similares entre si, las Unicas
variables en cada ensayo son la temperatura y el tiempo de exposicién. Hay autores
como Gramaje (Gramaje et al., 2009) o McCarthy (McCarthy et al., 1989) que utilizan
procedimientos de termoterapia sencillos en los que simplemente se somete a la
planta a una temperatura, en el caso de McCArthy, (37,8°C) durante un periodo largo
(92 dias). Sin embargo, otros procedimientos son mas elaborados y en ellos se va
aumentando la temperatura progresivamente, como en el ensayo realizado por
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Maliogka (Maliogka et al., 2009), en el cual la temperatura inicial era de 26+0,5°C por
el dia y 23+0,5°C por la noche, y se iba incrementado gradualmente 3°C por semana
hasta llegar a unas temperaturas finales de ensayo de 40+0,5°C por el dia y 37+0,5°C
por la noche.

En algunos estudios analizados, como el de Hu (Hu et al., 2020) o el de Panattoni
(Panattoni et al., 2007) se monitorizaron parametros tan precisos como el fotoperiodo,
la intensidad de la luz o la humedad relativa. Concretamente, en el ensayo realizado
por Panattoni (Panattoni et al., 2007), el tratamiento se realiz6 a una temperatura de
36°C, en un fotoperiodo de 16 horas y una humedad relativa del 60+£10% durante un
periodo de 57 dias. En el caso del ensayo realizado por Hu (Hu et al., 2020), la
incubacién de la muestra se realizdé en un fotoperiodo de 16 horas de luz, con una
intensidad de 2000 Ix, a 37°C durante 20 dias.

De esta manera, las diferencias en los procedimientos empleados, mas alla de las
diferencias en las temperaturas y en el periodo, residen en la utilizacion de técnicas
complementarias a la termoterapia, como son la quimioterapia y/o el uso de
compuestos antiviricos.

La quimioterapia consiste en el uso de compuestos quimicos para el control de
enfermedades en plantas (Panattoni et al., 2007). Los compuestos quimicos mas
utilizados en para el control de virus son los antiviricos como Ribavirin (Hu et al., 2020)
la Dihidroxypropiladenina (Panattoni et al.,, 2007). Los procedimientos son muy
similares: el material vegetativo se transfiere a un medio con los compuestos quimicos
antiviricos y después se somete al tratamiento con termoterapia. Dependiendo del
producto quimico o antivirico utilizado, los procedimientos varian en tiempo y dosis.
Ensayos como los de Hu (Hu et al., 2020) y HU (HU et al., 2021) utilizan un medio con
15 o con 25 pg/ml de Ribavirin, mientras que otros como el de Panattoni (Panattoni et
al., 2007) combinan varios quimicos y utilizan un medio con 20 g/ml de Ribavirin y una
concentracion variable de Dihidroxypropiladenina de 20,40, 60 y 80 g/ml.

6.3.2 Resultados y viabilidad

La eficacia de la termoterapia, de la misma forma que en el caso de la crioterapia,
dependera del equilibrio entre dos aspectos: el porcentaje de eliminacioén de virus y
porcentaje de supervivencia de las plantas.

En la Tabla 7 he recogido los resultados mas significativos de los tres ensayos
revisados mas completos, indicando las caracteristicas del tratamiento y los dos
factores comentados anteriormente.
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Tabla 7: Recopilacion de resultados de ensayos de la termoterapia en plantas de vid.
(Fuente: Elaboracién propia)

Tratamiento Estudios Origen del % Eliminacion % Supervivencia
material de los virus de la planta
vegetativo

De 26°C a 41°C | (Maliogka et | Variedades: Mantilaria Mantilaria: 96,4%

en una semana | al., 2009) Mantilaria (GLRaV):92,4% | Prevezaniko: 77,8%

Prevezaniko

(vifiedos griegos)

Prevezaniko
(GLRaV):89,3%

48 dias a 37°C | (Panattoni & | Portainjertos de GFLV: 100% ND*
Triolo, 2010) | Vitis berlandieri x | GLRaV-1: 25,1%
Vitis riparia GLRaV-3: 24,7%
GFkV: 0%
20 dias a 37°C | (Diaz-Barrita | Portainjerto GLRaV-1: 100% | ND*

et al., 2007)

Chancellor

GLRaV-3: 100%

*ND=No determinado

La eficiencia en la eliminacién de virus esta relacionada y condicionada por la
morfologia y estructura de los diferentes virus asi como por el genotipo del material
vegetativo y las condiciones experimentales (Hu et al., 2020), por lo que los resultados
obtenidos en los ensayos de termoterapia son muy confusos y dispares a pesar de
gue los procedimientos son muy similares. Es muy dificil hacer una comparacion entre
los diferentes resultados ya que, como muestra la Tabla 7, hay porcentajes de
eliminacion de virus como en el caso del GLRaV que varian desde un 25% (Panattoni
& Triolo, 2010) hasta un 100% de eliminacién del virus (Diaz-Barrita et al., 2007)
segun la variabilidad de los factores anteriormente citados.

Sin embargo, cuando combinamos la termoterapia con la quimioterapia y el uso de
antiviricos, los resultados obtenidos son mas precisos y mejores. El porcentaje de
eliminacion de virus aumenta considerablemente en todos los casos, especialmente
cuando se utliza la termoterapia junto con la combinacion de Ribavirin y
Dihidroxypropiladenina. En la Tabla 8 observamos cémo, en el caso de la eliminacion
del virus GRSPaV, con un tratamiento de termoterapia en 50 dias se consiguié un
porcentaje de eliminacion del 35,7% mientras que combinando ese mismo tratamiento
con 25 pg/ml de Ribavirin, la eficacia fue del 100% de eliminacion de virus (HU et al.,
2021).
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Tabla 8: Eficiencia de la eliminacion de virus en plantas de vid regeneradas tras el
proceso de quimioterapia, termoterapia y la combinacion de ambos tratamientos. CK,
control; R15 y R25, quimioterapia con 15 y 25 pg/ml de Ribavirin respectivamente; T,
termoterapia a 37°C; R15+T y R25+T, tratamiento de termoterapia a 37°C combinado
con 15 y 25 pg/ml de Ribavirin respectivamente. GFkV, virus del jaspeado; GRSPaV,
virus asociado a las picaduras del tallo de la vid. (Fuente:(HU et al., 2021).

Elimination rate (%)

Treatment! Duration GFKV GRSPaV No. of virus-free
@ Regular PCR  Verified bygPCR  Reqular PCR  Verified by gPCR plants
CK 50 0 (0/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 0 (0/30) 0
R15 50 73.3(33/45) 55.6 (25/45) 24.4 (11/45) 8.9 (4/45) 2
R25 a0 B4.1(37/44) 79.5 (35/44) 38.6 (17/44) 6 (6/44) 6
T 50 35 7(12/14) 571 (8/14) 35 7 (5/14) 35 7(514) 5
R154T 30 7 (33/386) 91.7 (33/36) {22!36 55.6 (20/386) 18
40 00 (39/39) 100 (39/39) 6 (33/39) 84.6 (33/39) 33
a0 100 (32/32) 100 (32/32) 93.8 (30/32) 93 8 (30/32) 30
R254T 30 100 (31/31) 100 (31/31) 61.3 (19/31) B (16/31) 16
40 100 (37/37) 100 (37/37) 91.9 (34/37) 9 (34/37) 34
a0 100 (37/37) 00 (37/37) 37

100 (37/37) 100 (37/37)

7. Conclusioén

e Los virus de la vid se han convertido en un problema importante en el cultivo de
la vid y no existen tratamientos especificos contra ellos. Ademas, es necesario
un estudio mas amplio de ciertos virus de la vid no tan conocidos o extendidos
ya que en un futuro pueden suponer un problema incluso mayor que los virus
de cuarentena.

e La gran variedad de efectos y sintomas asociados a los virus de la vid
confirman la necesidad imperiosa de su control y del desarrollo de técnicas
para eliminarlos. Por este motivo, los controles sanitarios deben garantizar la
sanidad de las plantaciones para no permitir la multiplicacion vegetativa de
cepas madre infectadas.

¢ La lucha contra las distintas virosis, con objeto de obtener plantas de vid libres
de dichos virus, se esté centrando en los Ultimos afios en el uso de técnicas de
cultivo in vitro combinadas con tratamientos térmicos, como la crioterapia y la
termoterapia.

o Los procedimientos de la crioterapia son mucho mas elaborados y costosos
gue los de la termoterapia debido a la utilizacion de crioprotectores y el manejo
de nitrégeno liquido. Ademas, dentro de la crioterapia existen diferentes
metodologias como la vitrificacién o la encapsulacién que pueden llegar a ser
especificas y aumentar la eficacia de la técnica.

e Se han obtenido algunos resultados muy prometedores en ciertos estudios,
tanto con crioterapia como con termoterapia, si bien muchos de los
procedimientos estan aun en fase de experimentacion. Por este motivo, de
manera general, los resultados son muy variables y no se puede asegurar que
estas dos técnicas sean eficaces 0 no actualmente para la eliminacion de virus
en plantas de vid.
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e Los resultados disponibles en la bibliografia son poco consistentes, debido,
entre otros factores, a la escasez de ensayos practicados y a la diversidad de
protocolos. Para obtener unos resultados precisos, es necesario realizar
ensayos unificados variando Unicamente la variedad infectada o el virus para
asi comprobar el comportamiento de dicha variedad o virus frente a los
tratamientos de crioterapia y termoterapia.

e Hoy en dia, debido a los costes, ni al viticultor ni al vivero les sale rentable
realizar todo un proceso de cultivo in vitro con crioterapia 0 termoterapia a
menos que sea un variedad extremadamente desconocida y peculiar. Aun asi,
en ensayos futuros, con una innovacién mayor de las técnicas de cultivo in
vitro, puede que se obtengan resultados de variedades o virus que sean mas
susceptibles a la crioterapia y a la termoterapia.
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