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Resumen de la tesis que presenta Karen Guadalupe Garcia Reséndiz como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctora en Ciencias en Ciencias de la Vida

Epidemiologia de dos virosis de la vid en vifiedos de Baja California: enrollamiento de la hojay
mancha roja

Resumen aprobado por:
Dra. Jimena Carrillo Tripp
Directora de tesis

Las enfermedades del enrollamiento de la hoja de la vid (GLD por sus siglas en inglés) y enfermedad
de la mancha roja de la vid (GRBD por sus siglas en inglés) son de importancia para el cultivo de la vid
(Vitis vinifera L.), causando importantes pérdidas econémicas debido a reducciones en el rendimiento
y la calidad de la fruta. En Baja California se conoce desde hace algunos afos la ocurrencia de estas
enfermedades, sus virus asociados y la presencia del piojo harinoso de la vid (PHV, Planococcus ficus),
vector de algunos virus asociados a GLD; sin embargo, aun se desconoce el alcance de su propagacion
en el estado y el origen geografico del PHV. En este trabajo se realizé un estudio epidemioldgico para
determinar la prevalencia e incidencia de plantas sintomaticas asociadas a ambas enfermedades. La
infeccidn viral en plantas sintomaticas se estudid mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés) en tiempo real de 190 muestras para cuatro virus asociados a GLD y para el
virus causante de GRBD. Los parametros de desempefio del diagndstico basado en la evaluacién de
sintomas tuvieron una sensibilidad del 91% y una especificidad del 52% respecto a los resultados de la
PCR en tiempo real. Se seleccioné un ndmero representativo de vifiedos en todo el estado, de forma
aleatorizada, para determinar la prevalencia basandose en la evaluacién de cuadrantes que contenian
1,000 plantas. Los resultados mostraron que el 92% de los vinedos analizados presentaron plantas
sintomaticas, con una prevalencia promedio del 20%, minima de 0 y maxima del 92%. Las principales
variables asociadas con la prevalencia fueron el porcentaje de plantas infestadas de PHV por vifiedo
(correlacién positiva), localidad, temperatura ambiente (correlacidon negativa), temperatura del suelo
(correlacién positiva) y unidades de calor acumulado (correlacién positiva). La incidencia se determiné
en cinco vifledos en cuadrantes de 2,500 plantas cada uno ubicados en tres localidades diferentes
durante tres afios (2021-2023). Los cinco vifiedos exhibieron un aumento promedio de 1.7% y 9% en
2022 y 2023, respectivamente. Un vifledo con ausencia de PHV mostrd el porcentaje mas bajo de
plantas sintomaticas en todos los afos. ‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Nebbiolo’ mostraron mads plantas
sintomaticas que ‘Merlot’. Por otra parte, se realizaron estudios filogeograficos para caracterizar las
poblaciones de PHV y del grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), predominante en GLD. Los
analisis filogenéticos basados en los genes col e jts1 del PHV mediante el método de inferencia
bayesiana revelaron una estrecha concordancia con muestras de Estados Unidos, Egipto e Israel.
Mientras que las filogenias basadas en el gen hsp70h, mostraron clado compartido con Estados Unidos,
Nueva Zelanda, Alemania y Sudafrica. La presencia y amplia distribucién de GLD, GRBD, virus causales
y vectores, subrayan la necesidad de implementar programas de manejo regional fitosanitario en los
vifiedos de Baja California, con especial atencion a virosis.

Palabras clave: Enfermedad del enrollamiento de la hoja, enfermedad de la mancha roja, virus, piojo
harinoso de la vid



Abstract of the thesis presented by Karen Guadalupe Garcia Reséndiz as a partial requirement to
obtain the Doctor of Science degree in Life Science

Epidemiology of two viral diseases in Baja California vineyards: leafroll and red blotch

Abstract approved by:

Jimena Carrillo Tripp
Thesis Director

Grapevine leafroll disease (GLD) and grapevine red blotch disease (GRBD) are important diseases
affecting grapevine cultivation (Vitis vinifera L.), causing considerable economic losses due to
reductions in yield and fruit quality. In Baja California, the occurrence of these diseases, their
associated viruses, and the presence of the vine mealybug (Planococcus ficus), a vector for some
viruses associated with GLD, have been known for several years. However, the extent of their spread
within the state and the geographic origin of the vine mealybug remains unknown. This study
conducted an epidemiological assessment to determine the prevalence and incidence of symptomatic
plants associated with both diseases. Viral infection in symptomatic plants was tested using real-time
polymerase chain reaction (PCR) on 190 samples for four viruses associated with GLD and the virus
causing GRBD. Diagnostic performance parameters based on symptom assessment had 91%
sensitivity, and 52% specificity compared to real-time PCR results. A representative number of
vineyards across the state were randomly selected to determine prevalence based on quadrant
evaluations containing 1,000 spot plants. Results showed that 92% of the analyzed vineyards had
symptomatic plants, with an average prevalence of 20%, ranging from 0 to 92%. Key variables
associated with prevalence included the percentage of the vine mealybug-infested plants per vineyard
(positive correlation), locality, ambient temperature (negative correlation), soil temperature (positive
correlation), and accumulated heat units (positive correlation). Incidence was determined in five
vineyards using quadrants of 2,500 spot plants each, located across three different areas over three
years (2021-2023). The five vineyards showed an average increase of 1.7% and 9% in 2022 and 2023,
respectively. A vineyard without the vine mealybug had the lowest percentage of symptomatic plants
in all years. ‘Cabernet Sauvignon’ and ‘Nebbiolo’ showed more symptomatic plants than ‘Merlot’.
Additionally, phylogeographic studies were conducted to characterize the vine mealybug and the
grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), the most prevalent GLD-associated virus in the region.
Phylogenetic analyses of the vine mealybug col and its1 partial genes using the Bayesian inference
method revealed close similarity with samples from the United States, Egypt, and Israel. Meanwhile,
hsp70h partial gene phylogenies showed a clade shared with the United States, New Zealand,
Germany, and South Africa. The presence and widespread distribution of GLD, GRBD, causal viruses,
and their vectors highlight the need for regional phytosanitary management programs in Baja
California vineyards, with special attention to viral diseases.

Keywords: Grapevine leafroll disease, grapevine red blotch disease, virus, vine mealybug
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de la vid

La vid es una planta perteneciente al género Vitis (Familia Vitaceae), el cual engloba 60 especies nativas
de zonas templadas en el hemisferio norte y algunas en los trépicos. Tan solo en América del Norte se
encuentran 25 especies. La especie con mayor importancia econémica es Vitis vinifera L., dado que sus
frutos se utilizan para la elaboracién de vinos (alrededor del 68%), jugos, uva de mesa y pasas. La vid es
una planta perenne, con crecimiento dicotiledéneo y caducifolio (Mullins et al., 1998). Es una planta
trepadora vigorosa, que sube por medio de zarcillos bifurcados. Sus hojas miden entre 9y 28 cm de ancho
y son palmeadas lobuladas, con bordes dentados y peciolo largo. Sus frutos, son bayas llamadas uvas

(Vaughan y Geissler, 2009).

Los requerimientos climaticos de la vid son de 0 a 3,000 m de altura y precipitacién de entre 400 a 1,100
mm anuales, con veranos secos y alta insolacién; idealmente el promedio de humedad atmosférica deberia
ser inferior al 60%. Vitis vinifera requiere de un periodo de invierno de dos meses con temperatura media
inferior a los 10°C y maduracién a temperaturas diarias promedio entre 10 y 35°C; la temperatura
promedio dptima es de 24 a 26°C. La insolacion minima requerida es entre 1,500 y 1,600 horas luz. Tiene
preferencia del suelo de texturas franco-arenosos, pero se adapta bien a diferentes tipos de suelos desde
arenosos hasta arcillosos. Se desarrolla en un pH de entre 5.0 y 8.0, siendo el ideal alrededor de 6.5 (Corral

et al., 2013).

La vid es cultivada en mas de 7,450,000 ha a nivel mundial, es la planta mas cultivada y el cultivo frutal de
mayor importancia econdmica en el mundo (OIV, 2016). Existen cerca de 10,000 cultivares de V. vinifera,
clasificando el cultivar segun la coloracién del fruto: blanco o tinto; o uso final: mesa, jugo, vino o pasas
(Vaughan y Geissler, 2009). Las producidas mayormente en México son las tintas Pinot Noir, Cabernet
Sauvignon, Merlot, Garnacha, Carifiena, Salvador, Alicante, Barbera, Zinfandel, Nebbiolo y misién y las
blancas Ungi Blanc, Chenin Blanc, Riesling, Palomino, Verdona, Feher-Zagos, Malaga y Colombard

(OEIDRUS, 2011).



1.1.2 Cultivo de vid en Baja California

En México, el cultivo de vid cubrié una superficie de 36,404.68 ha en 2022, equivalente a 477,304.95
toneladas de produccion de uva. Sélo en el estado de Baja California hay sembradas 4,704.93 ha,
produciendo 29,839.73 toneladas (SIAP, 2020). Hasta el 2022, se contaba con 2,350 predios dedicados a
la produccion de uva a nivel nacional (AGRICULTURA y SIAP, 2024). Alrededor del 16% de la uva producida
en México es de tipo industrial; satisfaciendo parcialmente de los requerimientos nacionales con

produccién interna (OEIDRUS, 2011; SAGARPA, 2017).

Segun AGRICULTURA y SIAP en 2024, en el estado de Baja California se produjeron 24,208 toneladas, con
un valor de 612 millones de pesos. Adicionalmente, Baja California se ubicdé como el segundo estado,
después de Zacatecas, productor de uva industrial a nivel nacional durante el 2024, con un 31% del total
nacional. La mayor parte de los valles vitivinicolas de Baja California se encuentran dentro de los
municipios de Tecate, Ensenada y Tijuana. En Ensenada estan 166 de las aproximadamente 195 unidades
de produccién de vid de la entidad. Estas se ubican principalmente en Valle de Guadalupe, San Vicente,
Santo Tomas, Ejido Uruapan y San Antonio de las Minas. De los anteriores, el Valle de Guadalupe cuenta

con el 50% del drea cultivada (1,565.91 has) (Gonzalez-Andrade, 2015).

1.1.3 Enfermedades virales de la vid

Los viticultores se enfrentan a problemas de plagas durante todo el afio, por nematodos, insectos, acaros,
malezas, o vertebrados (Ohmart y Matthiasson, 2006). Las enfermedades flungicas son las mas
preocupantes y con mayor importancia en los programas de manejo (Vincent et al., 2012). Algunas de las
enfermedades mas importantes son: el moho gris (Botrytis cinerea), el oidio (Erysiphe necator), el mildiu

(Plasmopara viticola) y los hongos de la madera (Armijo et al., 2016; Bekris et al., 2021).

Adicionalmente, existen alrededor de 101 virus y agentes infecciosos similares como viroides y fitoplasmas
identificados hasta la fecha que pueden infectar a la vid (Vitis vinifera L. y Vitis spp.), lo que convierte a la
vid en el cultivo agricola con el mayor nimero de virus descritos (Fuchs, 2023). Casi la mitad de estos virus
estan asociados a cinco categorias de enfermedades: degeneracidn infecciosa, enrollamiento de la hoja
(enfermedad del enrollamiento de la hoja de la vid, GLD- por sus siglas en inglés), complejo de la madera
rugosa, marbruna y mancha roja (enfermedad de la mancha roja de la vid, GRBD- por sus siglas en inglés)

(Krenz et al., 2014; Martelli, 2017).



1.1.3.1 Enfermedades del enrollamiento de la hoja y mancha roja de la vid, y sus virus asociados

La GLD se encuentra entre las enfermedades virales mas extendidas y sus agentes causales son los virus
asociados al enrollamiento de la hoja de la vid (GLRaVs), pertenecientes a la familia Closteroviridae.
Actualmente, se identifican seis GLRaVs, nombrados secuencialmente como GLRaV-1, -2, -3,... -13 (lto y
Nakaune, 2016) (Tabla 1). Entre estos, el “grapevine leafroll-associated virus 3” (GLRaV-3; especie
Ampelovirus trivitis) es el mas extendido a nivel mundial (ICTV, 2024; Rayapati et al., 2008). Por su parte,
la GRBD ha ganado importancia en aiios recientes al haberse detectado ampliamente en América del Norte
(Gasperin-Bulbarela et al., 2019; ICTV, 2024; Martelli, 2014). El agente causal de GRBD es el virus de la
mancha roja de la vid (GRBV; especie Grablovirus vitis) (Tabla 1), perteneciente a la familia Geminiviridae.
El GRBV también se ha reportado en Suiza, Corea del Sur, India, Italia, Francia, Argentina y, recientemente,
en Australia, pero se desconoce el estado actual de su prevalencia e incidencia (Achala et al., 2022;
Agriculture Victoria, 2022; Bertazzon et al., 2021; Lim et al., 2016; Luna et al., 2019; S Poojari et al., 2017,
Reynard et al., 2018). Otros virus importantes son el “grapevine virus A" causante del surco del tallo de

Ill

Kober y el “grapevine virus B” que se asocia con el sindrome de la corteza de corcho, pertenecientes al

género Vitivirus (Armijo et al., 2016).

Tabla 1. Orden taxondmico de las especies del complejo GLRaVs y GRBV.

Familia Género Especie Variante
Ampelovirus univitis (GLRaV-1)
Ampelovirus trivitis (GLRaV-3)
Ampelovirus
o Ampelovirus tetravitis (GLRaV-4) Strain 5, strain 6, strain
Closteroviridae 9, strain Pr, strain Car
Ampelovirus tredecimvitis (GLRaV-13)
Closterovirus Closterovirus vitis (GLRaV-2)
Velarivirus Velarivirus septemviitis (GLRaV-7)
Geminiviridae Grablovirus Grablovirus vitis

Elaborado con datos de ICTV, 2024; Martelli, 2014.

1.1.3.2 Sintomas e implicaciones de GLRaVs y GRBV

Las afectaciones causadas a la vid por el complejo de GLRaVs varian segun los cultivares, ubicaciéon, edad
de las vides, suelo del vifiedo, condiciones ambientales, genotipo del virus o conjunto de virus presentes

en las plantas, entre otros (Chooi et al., 2022; Maree et al., 2013). En la Figura 1, se ejemplifican sintomas
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comunes de GLD; los cuales difieren entre las cultivares tintos y blancos. Si aparecen sintomas, los
cultivares tintos exhiben una coloracidn rojiza o violeta en las areas intervenales de las hojas, exhibiendo
también una franja de tejido foliar verde a ambos lados de las nervaduras principales. Por el contrario, los
cultivares de uva blanca, muestran ligeros moteados amarillentos o clordticos en las zonas intervenales de
las hojas, pero estos sintomas tienden a ser sutiles en la mayoria de los casos y pueden no ser reconocidos
en muchos cultivares (Martelli, 2017; Rayapati et al., 2008). Tanto las plantas de frutos tintos como las de

blancos afectadas con GLD muestran margenes de las hojas enrollados.

En ambos cultivares (tintos y blancos), los sintomas de GLD son mas visibles y aparecen primero en las
hojas maduras que en las jovenes, hacia la parte inferior del dosel, alrededor del envero (fase de transicion
que representa el inicio de la maduracién de los frutos, con el cambio del color de la cascara del fruto), y
progresivamente hacia arriba, a hojas mas jévenes, a medida que avanza la temporada (Coombe y
Mccarthy, 2000; Rayapati et al., 2014). Adicionalmente, las plantas infectadas muestran una reduccion en
el tamafio y nimero de racimos y frutos, una maduracién desigual, poco vigor de la planta y disminucién
en el rendimiento (Alabi et al., 2016; Over de Linden y Chamberlain, 1970). Cabe sefialar que esos sintomas
son comunes en infecciones con GLRaV-1 y GLRaV-3, ya que dentro del complejo de virus asociados a GLD
algunas cepas de GLRaV-2 y -7, pueden causar infecciones asintomaticas en ciertos cultivares (Al Rwahnih

et al., 2012; Poojari et al., 2013).

Figura 1. Ejemplos de sintomas foliares y en frutos producto de GLD. Fuente: Rayapati et al. (2008)/ Washington
State University. A: Cabernet. B: Cabernet. C: Chardonnay. D: Cabernet. E: Chardonnay. F: Cabernet franc (Con= Con
GLD / Sin= Sin GLD).



Dado que los GLRaVs se replican y movilizan en los tejidos del floema de la vid, causan que se interrumpa
el flujo de nutrientes hacia los brotes, hojas y pedicelos de los frutos (Vuorinen et al., 2011). Esto ocasiona
que se disminuya la calidad de los frutos y se modifiquen caracteristicas que son deseables para la
elaboracion de vinos, como el porcentaje de azlcares solubles, |la acidez (pH y acidez titulable), el

contenido de alcohol, las antocianinas, los taninos y los compuestos fendlicos (Alabi et al., 2016).

Los sintomas en plantas ocasionados por virus se pueden explicar por las modificaciones fisiolégicas en
plantas. La clorosis en cultivares blancos con GLD, se debe a la reduccién de clorofila en las hojas; mientras
que el enrojecimiento de cultivares tintos, esta dado por la sintesis de novo de antocianinas, debido a la
acumulacién de azlcares en la hoja. Asimismo, el enrollamiento de los margenes es resultado del
incremento de la presidon osmética y la fortificacién de la pared celular por la particién de carbohidratos

alterada (Song et al., 2022).

Estos sintomas tipicos se atribuyen a la expresion de genes que codifican enzimas para la sintesis de
antocianinas y la acumulacién de flavonoides en las hojas enfermas. El aumento en la acumulacién de
compuestos antocidnicos totales se relaciona con el desarrollo de sintomas de GLD en las plantulas
infectadas bajo estrés por PEG; esta acumulacion implica la regulacidn positiva de dos genes clave, MYBA1
y UFGT, y sus niveles de expresion se incrementan ain mas por el estrés por sequia (Cui et al., 2017).
También se ha encontrado que la proteina de la capside (CP) del GLRaV-3 interacciona con la 3-deosiD-
arabino-heptulosanato 7-fosfato sintasa 02, que estd involucrada en el metabolismo primario de

carbohidratos.

Por su parte, las proteinas p20A y HSP de GLRaV-2, ocasionan alteraciones en MAP4K épsilon de plantas
de vid, asociada con la unidn a clorofila (Mostert et al., 2023). En hojas de plantas infectadas por GLRaV-
3, se da una disminucién en la expresion de genes relacionados con la fotosintesis y un aumento en genes
relacionados con defensa y estrés; en los frutos, se ocasiona una disminucién en la expresién de genes de

metabolismo y sefial de transporte de azucares (Perrone et al., 2017).

Las reducciones de rendimiento atribuidas a GLD varian, pero a nivel mundial se informa que rondan el
50% (o mas, dependiendo de la gravedad) (Ricketts et al., 2015). El impacto econdmico de GLD se estimo
entre 25,000 y 40,000 ddlares por hectarea durante la vida Util de vifiedos de 25 afios de Cabernet franc
(Atallah et al., 2012) y alrededor de 47,000 doélares por hectarea durante 20 afios en vifiedos de Sauvignon

blanc y Merlot en Nueva Zelanda (Nimmo-Bell, 2006). También en las zonas de cultivo de uvas de



California, el costo econdmico de la GLD se estimd entre 29,902 y 226,405 ddélares por hectérea,

dependiendo del porcentaje de infeccidn y de las estrategias de manejo (Ricketts et al., 2015).

Por su parte, las plantas infectadas con GRBV pueden presentar sintomas similares a los de GLD,
incluyendo pigmentacidn roja en los margenes y nervaduras de las hojas en cultivares de uva tinta y
clorosis irregular en cultivares blancos, incluso necrosis hacia el final de la temporada en ambos cultivares
(Figura 2) (Sudarshana et al., 2015). Al igual que con la GLD, en cultivares blancos los sintomas son menos

visibles (Cieniewicz, Perry, et al., 2017).

Figura 2. Ejemplos de sintomas foliares y en fruto brodu
(2014). A-B: Cabernet Sauvignon. C: Cabernet Franc. D-E: Cabernet Sauvignon. F: Chardonnay.

'" i
cto de GRBD. Fuente: Rohrs et al. (2023) y Cieniewiczy Fuchs

GRBYV altera el metabolismo primario y secundario de la maduracion de la baya de uva al reprimir las vias
de maduraciéon, mientras activa las rutas metabdlicas de desarrollo temprano. El virus reduce
notablemente las enzimas esenciales para la sintesis de flavonoides y antocianinas, lo que lleva a una
disminucién de la acumulacion de antocianinas, pero un aumento de los niveles de acido shikimico y

resveratrol (Blanco-Ulate et al., 2017).

El GRBV, induce una alteraciéon en la quimica del jugo de fruta, y reduce los sélidos solubles totales y el



contenido de antocianinas en la piel de las uvas (Bowen et al., 2020). Ademas, GRBV altera factores de
transcripcién clave y vias hormonales, como las vias del acido abscisico, etileno y auxina, afectando la
maduracién normal de las bayas. Los sintomas se manifiestan predominantemente después del envero, lo
que indica que el inicio de la enfermedad se alinea mds con la etapa de desarrollo de la vid que con la

acumulacidn viral (Blanco-Ulate et al., 2017; Rumbaugh et al., 2021).

El GRBV causa pérdidas econémicas significativas, como resultado de la reduccién de la calidad de la fruta
y el retraso en la maduracién. El GRBV amenaza la produccidn rentable y sostenible de uva, causando
pérdidas econdmicas de entre 2,231y 68,548 ddlares por hectarea durante los 25 afios de vida util de un
vifiedo (Ricketts et al., 2017). Los sintomas de GLD y GRBD pueden modificarse por el cultivar, la
combinacion de porta vdstagos y por los factores ambientales que prevalecen en una regién determinada.
Ademas, se pueden confundir por sintomas causados por deterioros nutricionales, como deficiencia de
potasio y zinc, dafio fisico durante las operaciones viticolas o abrasién por el viento, fitotoxicidad por

herbicidas, y por la presencia de plagas (Rayapati et al., 2008, 2014).

1.1.3.3 Co-infecciones

Asi como la infeccion por GLD se puede generar en presencia de uno o por la co-infeccién con otros de los
virus del complejo de los GLRaVs, también se ha encontrado co-infeccién con virus ajenos a los GLRaVs.
Ejemplo de lo anterior, es que los GLRaVs se han asociado con vitivirus como el GVA y GVB que estan
relacionados con el complejo de la enfermedad de la madera rugosa (Le Maguet et al., 2012).
Adicionalmente, se ha encontrado la co-infeccién con el grapevine red blotch virus (GRBV) (Adiputra et al.,

2018).

La relevancia de la posible co-infeccién de los GLRaVs con GRBV, es que el GRBV puede generar sintomas
similares a los de GLD, especialmente el enrojecimiento de las hojas (Figura iError! No se encuentra el
origen de la referencia.), y que se manifiestan en la misma temporada del afio o del ciclo fenoldgico de la
planta. Aunque es posible distinguir entre los sintomas visuales de las dos enfermedades, solo personal
experimentado puede hacerlo. Incluso, se sospecha que la presencia de GRBV estuvo enmascarada
durante muchos afios por la presencia generalizada de GLRaVs en vifiedos comerciales (Martinez-Lischer

et al., 2019).
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Figura 3. Sintomas de hojas de vides tintas observados en cultivares tintos. Fuente: Adiputra et al. (2018)/ American
Phytopathological Society. Cabernet Sauvignon (A-H), Merlot (I-L) y Cabernet Franc (M-P). Las muestras que dieron
positivo para GLRaV-3 y GRBV se indican en la parte superior de cada columna.

1.1.3.4 Transmision de GLRaVs y GRBV

La diseminacién primaria del GLRaVs se produce a través de la propagacion vegetativa (Rayapati et al.,
2014). Ademas, estos virus pueden tener una propagacion secundaria, transmitida a través de plagas de
plantas que actian como vectores. Se han identificado varias especies de la familia Pseudococcidae
(Insecta: Hemiptera), comUnmente conocidas como cochinillas, que transmiten GLRaV-1 y GLRaV-3, y se
ha demostrado que el piojo harinoso de la vid (Planococcus ficus Signoret, PHV) se encuentra entre las mas
eficientes (Tsai et al., 2010). El pequefio tamafio de las ninfas del primer estadio permite que las cochinillas
sean transportadas por el viento, trabajadores y equipos como tractores y/o cosechadoras (Barrass et al.,
1994; Daane et al., 2012). En el caso del GRBV, puede transmitirse por injerto, siendo la propagacion

primaria, la introduccién de material infectado en los vifiedos (Cieniewicz et al., 2018). El periquito



tricornudo de la alfalfa (Spissistilus festinus Say) realiza la transmision secundaria del GRBV, en laboratorio

y en campo (Flasco et al., 2023, 2021).

1.1.4 Biologia y fenologia del piojo harinoso de la vid

El PHV presenta dimorfismo sexual, las hembras tienen cinco estadios de desarrollo: huevo, tres estadios
ninfales y adulto, y los machos siete: huevo, tres estadios ninfales, pre-pupa, pupa y adulto. A partir de la
tercera etapa de crecimiento se produce la diferenciacién mas visible entre sexos (Bazelet, 2018; Daane
et al., 2012; Walton y Pringle, 2004). Al alcanzar la madurez sexual, las hembras liberan feromonas para
atraer a los machos. Después de la copulacién hay un periodo en el cual la hembra pone huevos en los
ovisacos cerosos (Vieux y Malan, 2013; Walton y Pringle, 2004). La produccién del ovisaco con huevos
viables tiene un alto costo, ya que las hembras mueren poco después de su produccion (Waterworth et
al., 2011). Cada hembra de P. ficus pone en promedio 362 huevos dentro de los ovisacos (Vieux y Malan,
2013). Las hembras sélo se reproducen sexualmente, aunque hembras no apareadas, son capaces de
producir ovisacos y huevos no viables (Waterworth et al., 2011). Nunca se ha observado reproduccion

partenogenética en P. ficus (Cocco et al., 2020).

En una revision llevada a cabo por Walton y Pringle (2004), segun lo observado en Sudafrica, Israel e Italia,
se sugiere que el movimiento ascendente del PHV en el tronco comienza a partir de la primavera o
principios de verano. En vifiedos de Sudafrica, las poblaciones comienzan a desarrollarse con un nuevo
crecimiento, y el pico de poblacidn se registra a finales de enero y principios de febrero, después el nimero
disminuye rapidamente. Las cochinillas que se encuentran en el dosel de la vid después de la cosecha
forman los nucleos de las colonias invernales. Durante la primavera, los rastreadores o ninfas en primer
estadio suben por el tallo principal hasta las nuevas dreas en crecimiento donde se forman las colonias.
Mientras progresan las estaciones, estas colonias se dispersan a hojas apicales recién formadas. Después
en la estacién de colonizacién, se da el maximo desarrollo en la cosecha. La mayoria de los individuos
pasan el invierno como huevos (Geiger y Daane, 2001). Por lo tanto, la ubicacién a lo largo de la planta a
través de la temporada suele ser muy similar en distintas regiones geograficas. Sin embargo, el nimero de
generaciones por afio puede variar. Walton (2003), encontrd entre cinco y seis generaciones por afio en
Sudafrica, y en Mendoza Argentina, el nimero de generaciones encontrado en el ciclo 2004-2005, fue de
seis. Mientras que en Italia solo se han registrado tres generaciones por afio (Becerra et al., 2006). Esto
podria deberse a las diferencias en temperatura entre las distintas regiones geograficas (Walton y Pringle,

2004).
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1.1.4.1 Diagndstico de virus asociados a GLD y GRBD

Cuando existen sospechas de la presencia de GLD y/o GRBD, se deben utilizar métodos que determinen la
ocurrencia de GLRaVs o GRBV para poder asociar la sintomatologia a esta enfermedad. Los métodos mas
comunes para el diagndstico de GLD son tres, uno esta basado en campo y dos en laboratorio. El primero
es conocido como indexacién de campo o bioldgica, es ampliamente aceptado, pero requiere mucho
tiempo y trabajo, asi como una gran extensidn de terreno, y entre dos y tres estaciones para obtener
resultados. Por otro lado, los métodos de laboratorio mas comunes para la deteccidon de GLRaVs y GRBV
son el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en inglés) y la reaccidén en cadena

de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) (Rayapati et al., 2014).

Pero, en los ultimos afios han surgido nuevos enfoques como la amplificacién isotérmica (LAMP y RPA)
(incluido GLRaV-3), y se han incorporado en la deteccidn de virus inteligencia artificial con analisis de
aprendizaje automatico de imdagenes hiperespectrales (Kishan et al., 2024; Wang et al., 2023). A pesar de
estos avances, el diagndstico visual sigue siendo el método principal, cuando el analisis molecular de
muchas muestras no es factible por limitacion econdmica o no se dispone de alta tecnologia. El
seguimiento de los sintomas de GLD y GRBD ha sido esencial para comprender la epidemiologia de estas
enfermedades y sus efectos sobre la calidad de la fruta. Los sintomas también sirven como indicativo para

la recoleccion de muestras para un diagndstico molecular posterior (Bell et al., 2017; Rohrs et al., 2023).

1.1.4.2 Tiposy programas de control de GLD y GRBD

Para el control de GLD y/o de la dispersion de los GLRaVs, la estrategia mas efectiva es la utilizacién de
material certificado libre de virus en vifiedos nuevos (Volpe et al.,, 2010). En el caso de vifiedos ya
afectados, una estrategia es la eliminacién de plantas infectadas y replantacion del vifiedo por completo
cuando se supera un umbral de infeccidn entre el 20 y 30%, pero es una solucién impractica. Sin embargo,
si el vifedo es maduro, la replantacion con material certificado podria ser la mejor opcién para el
productor. La eliminacién de planta va acompafada de la sustitucion con planta certificada libre de virus
y del control de vectores. Cuando no se hacen cambios en el material vegetal, generalmente se recurre al

control de vectores (Rayapati et al., 2008).

Las principales medidas fitosanitarias aplicadas son: el muestreo o monitoreo de los vectores, el control

cultural, el control biolégico y el control quimico. EI monitoreo de las plagas, aunque laborioso, es
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importante, ya que con la captura y conteo de PHV, incluso se puede predecir el dafio en los frutos. El
control cultural, intenta limitar la diseminacion de GLD mediante la produccion de injertos libres de virus
y la eliminacién de plantas infectadas, a través de programas de certificacion y esfuerzos de educacion en
promocién de la implementacidn de viveros certificados. Por otro lado, el control bioldgico plantea el uso
de depredadores de pseudocdccidos; por ejemplo, Cryptolaemus montruzieri Mulsant, y los parasitoides
Acerophagus maculipennis Signoret y Anagyrus pseudococci Signoret. El control quimico incluye la
aplicacion de insecticidas como algunos neonicotinoides, reguladores de crecimiento, ingredientes
botanicos e inhibidores de biosintesis (SENASICA, 2019). También se han reportado tratamientos por
guimigacion utilizando cloronicotinilo e imidacloprid, que han mostrado ser efectivos en el control de PHV.
En situaciones de riego deficitario, tiametoxam y dinotefurano han sido dutiles, ya que al aplicar

imidacloprid es necesario mantener la humedad del suelo (Rayapati et al., 2008).

En México la vigilancia epidemioldgica fitosanitaria para evitar la dispersion de GLD, es llevada a cabo
mediante el Programa de Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria, a través de la Estrategia Fitosanitaria de
Area de exploracion en los estados de Aguascalientes, Baja California, Coahuila, Chihuahua, Guanajuato,
Nuevo Ledn, Querétaro, Sonoray Zacatecas (CESVBC, 2019). En Baja California, en el afio 2018, se lanzo el
“Programa de trabajo de la campafia contra PHV en el estado de Baja California” para dar seguimiento al
control de piojo que se llevaba a cabo en la entidad. Mediante esta iniciativa se planteé conservar libre de
PHV una superficie de 2,751 has distribuidas en los municipios de Mexicali, Tecate, Tijuana y Ensenada.
Ademas, reducir el nivel de infestacién promedio de PHV por debajo de un PHV por planta, bajo la premisa
de su presencia en 54 vifedos (1,048.9 ha). Las estrategias planeadas fueron el muestreo, el analisis de
muestras sospechosas, el monitoreo mediante colocacién de trampas con feromona, el control cultural

con el descortezado de plantas y el control quimico (CESVBC, 2018).

Del planteamiento anterior, surgié el “Programa de trabajo especifico de la campafia contra plagas de la
vid 2019” en el estado de Baja California. En este programa se propuso la proteccidn contra el PHV de
2,700 ha de cosecha en los municipios de Ensenada, Mexicali, Tecate y Tijuana, siguiendo las mismas
estrategias que en 2018. Ademads, para el control de GLD se realizaron muestreos en predios con
diagndstico fitosanitario positivo, entrenamiento por medio de pldticas a productores y personal de
vifiedos, y la realizacién de informes a los productores para comunicar los resultados del muestreo
(CESVBC, 2019). Posteriormente, se incluyo al programa el monitoreo de GLD y el diagndstico de virosis en

la entidad.
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1.1.5 Estudios de enfermedades virales de vid en México

En una revisién de estudios y reportes sobre virus de vid en México llevada a cabo como parte de este
proyecto, encontramos que son escasos los estudios publicados en revistas internacionales. En recursos
nacionales se encontraron reportes de enfermedades virales asociadas a nueve virus. Estas especies se
agrupan en siete géneros y seis familias. Los reportes fueron de Aguascalientes y Baja California. Tres de
las especies reportadas se asocian con GLD, tres con enfermedad de la madera rugosa, una con marbruna,

una con degeneracion infecciosa y una (en Baja California) con la GRBD.

En resumen, en México se ha reportado la presencia de virus asociados con enfermedades virales de la
vid, incluyendo GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 y GRBV en los estados de Baja California y
Aguascalientes (Garcia-Resendiz y Carrillo-Tripp, 2022). Ademads, en Querétaro se identificaron catorce
virus diferentes: el grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV), grapevine Cabernet Sauvignon
reovirus (GCSV), grapevine fanleaf virus (GFLV), grapevine fleck virus (GFkV), grapevine Pinot gris virus
(GPGV), grapevine red globe virus (GRGV), grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV),
grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV), grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1), grapevine virus B
(GVB) y GLRaV-1, -2, -3 y -4 (Diaz-Lara, Stevens, et al., 2023). Sin embargo, estos informes carecen de

detalles sobre dispersion, incidencia y asociacién con vectores.

1.2 Justificacion

Las enfermedades causadas por virosis de la vid, incluidas GLD y GRBD, junto con sus virus y vectores
asociados, son temas que requieren mayor investigacion en México. Existe un desconocimiento de la
prevalencia e incidencia de ambas enfermedades en vifiedos, limitando su deteccién y control oportuno.
Dado que GLD y GRBD son de las enfermedades virales de mayor importancia econémica en la vid, es
indispensable conocer su estatus en vifiedos del estado de Baja California. Aunado a ello, es necesario
incrementar el conocimiento sobre el papel del PHV (P. ficus) en la dispersién de estos virus; lo que

indirectamente brindara informacién para tomar medidas en la regién para el control de esta plaga.

La importancia de este tipo de estudios en Baja California radica en prevenir y controlar la dispersion de
plagas y patdgenos de la vid en un estado productor de uva para vino. Este trabajo planea incrementar el

conocimiento de GLD y GRBD, sus virus asociados y del PHV, fortaleciendo las actividades llevadas a cabo
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por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Baja California. Lo anterior, también favorece la generacion
de conocimiento en un ambito nacional e internacional.

1.3 Hipétesis

La ocurrencia de las enfermedades del enrollamiento de la hoja de la vid y de la mancha roja, asi como la

presencia de los GLRaVs y GRBV en vifiedos de Baja California varian anualmente, y en el caso de GLD, estd

asociada al piojo harinoso de la vid (Planococcus ficus).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Contribuir a la comprensién de la enfermedad del enrollamiento de la hoja de la vid (GLD) y de la mancha
roja de la vid (GRBD), sus virus asociados (GLRaVs y GRBV) y el papel del piojo harinoso de la vid (PHV)
(Planococcus ficus) en vifiedos de Baja California.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la incidencia y prevalencia de GLD y GRBD en Baja California, asi como la presencia de los

GLRaV-1,-2,-3, -4y GRBV.

2. Explorar el origen biogeografico del virus preponderante del complejo asociado a GLD y su

principal vector en poblaciones representativas de tres valles viticultores de Baja California.

1.5 Organizacion de la tesis

En el Capitulo 1, se abordé la introduccién y antecedentes que brindan contexto al trabajo, seguido por la

justificacidn, hipdtesis y objetivos. En el Capitulo 2, se desarrollé la metodologia, resultados, discusion y
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conclusién de los experimentos desarrollados para el cumplimiento del objetivo especifico 1. En el Capitulo
3, se detallan los métodos, resultados, discusién y conclusién de las actividades necesarias para el
cumplimiento del objetivo especifico 2. En el Capitulo 4, se da cierre a la tesis, con las discusiones y
conclusiones generales. Por Ultimo, en los Anexos se encuentran resultados de la optimizacién y
estandarizacién de técnicas moleculares de diagndstico (Anexos A-G), pruebas estadisticas (H-N), claves
de acceso a GenBank (Anexo O), productos obtenidos a partir del trabajo de tesis como el “Catdlogo
fotografico de sintomas foliares asociados a GLRaVs y GRBV en vid” (Anexo P), publicaciones (Anexos Q-

T), acceso a la base de datos (Anexo U) y listado de abreviaciones (Anexo V).
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Capitulo 2. Epidemiologia de GLD y GRBD

2.1 Resumen

Las enfermedades GLD y GRBD son importantes en la vid (Vitis vinifera L.), causando altas pérdidas
econdmicas debido a la reduccién en el rendimiento y en la calidad de la fruta. En Baja California, México,
se conoce desde hace algunos afios la ocurrencia de estas enfermedades, sus virus asociados y la presencia
del PHV, vector de algunos virus asociados al enrollamiento de la hoja de la vid; sin embargo, aln se
desconoce su distribucidon en el estado. En este trabajo se realizé un estudio epidemiolégico para
determinar la prevalencia e incidencia de plantas sintomdticas asociadas a ambas enfermedades. Se
seleccioné un nimero representativo de vifiedos al azar para determinar la prevalencia, basandose en la

evaluacion de cuadrantes que contenian 1,000 plantas.

Los resultados de prevalencia mostraron que el 92% de los sitios analizados presentaron plantas
sintomaticas, con una prevalencia promedio de 20%, minima de 0 y maxima de 92%. Las principales
variables asociadas con la prevalencia fueron el porcentaje de plantas infestadas de PHV por sitio
(correlacién positiva), localidad, temperatura ambiental (correlacidon negativa), temperatura del suelo

(correlacién positiva) y unidades de calor acumulado (correlacién positiva).

La incidencia se determind en cinco vifiedos en cuadrantes de 2,500 plantas cada uno ubicados en tres
sitios alejados durante tres afios (2021-2023). Los cinco sitios exhibieron un aumento promedio de 1.7% y
9% en 2022 y 2023, respectivamente. Un sitio con ausencia de PHV mostré el porcentaje mas bajo de
plantas sintomaticas en todos los afios. ‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Nebbiolo’ mostraron mas plantas

sintomaticas que ‘Merlot’.

La infeccion viral en plantas sintomaticas se probd mediante PCR en tiempo real de 190 muestras para los
virus asociados a GLD, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 y para el virus GRBV, causante de la
enfermedad GRBD. El diagnéstico basado en la evaluacién de sintomas tuvo una sensibilidad del 91% vy
una especificidad del 52%, respecto a los resultados de la PCR en tiempo real. La presencia y amplia
distribucidon de GLD y GRBD indican la necesidad de implementar programas de manejo regional en los

vifiedos de Baja California.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sitio de estudio

El estudio se realiz6 en el estado de Baja California, México. Los climas predominantes en la zona de
estudio son templado muy seco, templado seco con lluvias invernales, subhimedo y templado semifrio.
La temperatura promedio anual en Baja California es de 18 a 19 °C, con una precipitacién promedio anual
de 200 mm (INEGI, 2016). Para estudiar la prevalencia de GLD y GRBD se analizaron las principales zonas
vitivinicolas en las localidades de Ejido de Piedras Gordas, Ejido Real del Castillo, Ejido Nacionalista Sanchez
Taboada, Ejido Uruapan, Valle de Ojos Negros, Valle de San Vicente, Valle de Santo Tomas, Tecate, Valle
de las Palmas, Ejido El Porvenir, Ejido El Sauzal, Francisco Zarco y San Antonio de las Minas (Figura 4). El
monitoreo de incidencia de GLD y GRBD se realizd en cinco vifiedos dentro de tres localidades: tres sitios

en Francisco Zarco, uno en Valle de Ojos Negros y uno en Valle de San Vicente (Figura 4, Tabla 2).

Sitios de estudio
Localidades de prevalencia
1’ Ejido Nacionalista de Sanchez Taboada (27 ha)
2‘ Ejido Piedras Gordas (39 ha)
3() Ejido Real del Castillo (53 ha)
4 Ejido Uruapan (85 ha)
5 El Porvenir (447 ha)
6 El Sauzal (18 ha)
7 Francisco Zarco (527 ha)
g | 8 San Antonio de las Minas (173 ha)
g . ” ; == - . 9 Tecate (45 ha)
, e o Valle de las Palmas (1 ha)
11 @) valle de Ojos Negros (175 ha)
12 ° Valle de San Vicente (372 ha)
13 @) valle de Santo Tomés (313 ha)

Sitios de prevalencia
[ siio1 *
M Sito2 *
B Sito3 *
W sito4 *
M sitio 5

Figura 4. Mapa de sitios de estudio de prevalencia e incidencia del GLD y/o GRBD en Baja California. Estrella roja=
sitios con presencia de PHV. Entre paréntesis: hectareas de produccion de vid por localidad.
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Tabla 2. Caracteristicas climaticas de los sitios de muestreo de seguimiento de incidencia.

Sitio | Localidad | Coordenadas | Elevacion | Clima Referencias
1,2, | Francisco | (32°00"a32° | 335 Clima templado mediterraneo seco | (SEFOA, 2015;
y3 Zarco 08") msnm con precipitaciones invernales. SIAP, 2016)
Temperaturas medias anuales entre
13.9°Cy 19.8 °C, con
precipitaciones anuales de 58.8 a
707.7 mm.
4 San (31°19" a 100 Clima muy arido o seco, con (CONAGUA,
Vicente 116° 15°) msnm precipitaciones en verano e 2023; SEFOA,
invierno. Valores promedio anuales | 2015)
de precipitacidon y temperatura de
173 mmy 17.4°C, respectivamente.
5 Ojos (31°52" a 690 Clima mediterraneo semiarido con (Venegas
Negros 31°57’) msnm precipitaciones invernales y veranos | Cardoso y
secos; la temperatura media anual Garcia Lépez,
es de 18.7 °C (max. de 52.8 °C, min. | 2005)
de -4 °C; la precipitacién media
anual es de 253 mm.

2.2.2 Estandarizacién de técnicas de diagndstico molecular

Como se abordara posteriormente, para la evaluacion de la prevalencia e incidencia de GLD y/o GRBD, se
dised una herramienta para realizar diagndstico visual a través de sintomas foliares; dicho diagndstico se
corroboré con diagndstico molecular de los virus GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3 y GLRaV-4 (asociados a GLD)

y GRBV (causante de GRBD) utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real.

2.2.2.1 Procedimiento de muestreo

Para la deteccion molecular se utilizé tejido foliar seleccionado de manera dirigida (por presencia/ausencia
de sintomas). Las unidades de estudio fueron plantas de vid (Vitis vinifera L) y se muestrearon 10 hojas
por planta por personal capacitado. Se tomaron un total de 190 muestras durante el mes de octubre de
los afios 2022 y 2023, en distintos sitios de estudio de incidencia y prevalencia. Las muestras fueron
transportadas al Laboratorio de Virologia Agricola del CICESE en hieleras con geles congelados vy
procesadas inmediatamente o almacenadas a 4°C hasta su uso. Se generd una base de datos con
informacidon de cada muestra, asignandole un cédigo de identificacion segun el sitio y el afio de
recoleccion. La recoleccion de muestras se realizd siguiendo las pautas de UC-Davis Foundation Plant

Services (http://fps.ucdavis.edu/samplecollection.cfm), con modificaciones que requieren la recoleccion



18

de al menos 10 hojas y el transporte en hieleras con geles refrigerantes. Todos los propietarios de vifiedos
o sus representantes firmaron un formulario de consentimiento informado para participar en el proyecto
que incluyd procesamiento de muestras para diagndstico molecular, evaluacidn de incidencia y
prevalencia. Para garantizar la confidencialidad de los datos, no se revela la identidad ni la ubicacién exacta

de los vinedos muestreados.

2.2.2.2 Extraccion de acidos nucleicos totales

Para la extraccidn se empled el procedimiento basado en bromuro de cetiltrimetilamonio o CTAB (por sus
siglas en inglés) descrito por Gambino et al. (2008), con modificaciones por Sandez-Salas, Carrillo-Tripp y
Garcia Reséndiz, incrementando a cuatro los lavados con clorformo:alcohol isoamilico (24:1) e
incorporando equipo nuevo para la homogenizacidén de la muestra. El protocolo fue modificado con la
implementacion del homogeneizador de tejido PowerLyzer 24 Homogenizer de Qiagen, con la sugerencia
del manual para homogenizacidn de peciolo a velocidad de 4,200 rpm. Se probaron dos tiempos: 5 ciclos
de 1 minuto con 30 segundos de espera entre ciclo y ciclo; y 10 ciclos de 1 minuto con 30 segundos de
espera entre ciclo y ciclo (Anexo A, Tabla 12). Ademas, se probd la utilizacién de perlas de cerdamica o
perlas de vidrio (4 6 5 perlas) (Anexo B, Tabla 13). También se compard la extraccién con tres lavados de
cloroformo, contra un lavado extra (Anexo C, Tabla 14). Para medir la eficiencia de la extraccion se
utilizaron como parametros la concentracién (ng/ul) y la relacién A260/280. Con base en las pruebas
anteriores, se seleccionaron las condiciones dptimas de extraccion de los acidos nucleicos totales (ANT)
con 10 ciclos de 1 minuto con 30 segundos de espera entre ciclo y ciclo, utilizando perlas de vidrio y 4
lavados con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Los ANT extraidos se cuantificaron mediante
espectrofotometria (absorbancia 260 nm) utilizando el sistema Nanodrop Lite. Se determiné la pureza de
los ANT con la proporcién de absorbancias 260/280 con el mismo sistema, considerandose ANT de pureza
Optima en el rango de 2.0-2.2. Para la utilizacidn de ANT en las pruebas de PCR en tiempo real, se colocd

1 pl de cada muestra con una concentracion entre 20-50 ng/pl.

2.2.2.3 Extracciéon de ADN

Al igual que para la extraccion de ANT, el tejido foliar se triturd con el uso del PowerLyzer 24 Homogenizer
de Qiagen con las mismas condiciones. Se aplicé el método de Lodhi et al. (1994), modificado por Palacios-

Gutiérrez y Carrillo-Tripp, resaltando un lavado extra con cloroformo e incremento del tiempo de
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incubacién a -20°C, asi como la utilizacion del homogeneizador de tejido. Asimismo, el ADN se cuantificd
mediante espectrofotometria. La pureza se determind por la proporcién de absorbancias 260/280
considerandose ADN de pureza éptima en el rango 1.8-2.0. Para la utilizacién de ADN en las pruebas de

PCR en tiempo real, se colocé 1 pl de cada muestra con una concentracion de 30-40 ng/pl.

2.2.2.4 Deteccion de genomas virales por amplificacién en PCR en tiempo real

Se utilizé la técnica de RT-PCR en tiempo real con cebadores para GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 y
GRBV (Tabla 3). Las condiciones de amplificacién fueron 25°C durante 10 minutos, 42°C durante 60
minutos y 70°C durante 10 minutos para la retro transcripcidn (RT). En la PCR las condiciones fueron 95°C
durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 61°C durante 30 segundos, 72°C
durante 15 segundos. Para obtener la curva de disociacién se usaron 65°C durante 5 segundos y 95°C
durante 5 segundos. Las muestras se consideraron positivas cuando la fase exponencial de la curva de
amplificacion fue maxima hasta el ciclo 30, la curva de fusién estuvo por debajo de 300 unidades de
fluorescencia relativas (RFU) y el pico de fusién fue de 83 + 1°C para GLRaV-1y GLRaV-2, de 83.5+ 1°C para
GLRaV-3, 79 £+ 1°C para GLRaV-4 y de 84 + 1°C para GRBV. Todos los diagndsticos se realizaron a la par del
control interno amplificando la ribulosa bifosfato carboxilasa de la planta para validar el resultado aun en

casos de diagndstico viral negativo.

Con base en las visitas a campo y al analizar las fotografias tomadas en laboratorio de las muestras del
2021, se observé la presencia de distintos niveles de sintomas en hojas de una misma planta. De lo
anterior, surgid la pregunta de si la carga viral varia segun el nivel de sintomas de las hojas de una planta
sintomatica. Para contestarla, se seleccionaron cuatro hojas con distintos niveles de sintomas de una
misma planta en tres plantas. Se realizé la extraccidon de ANT con el protocolo antes descrito y se hizo la

prueba de PCR en tiempo real con cebadores para GLRaV-3, colocando 20 ng/uL de ANT de cada muestra.

Los cebadores usados se seleccionaron realizando pruebas de la concentracidn éptima y la temperatura
ideal de alineamiento (Anexo D, Figura 25; Anexo E, Figura 26; y Anexo F; Figura 27). También se realizé la
comparativa entre transcritos (ANT) y ADN para la deteccién de GRBV por PCR en tiempo real (Anexo G,

Figura 28).
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Tabla 3. Lista de cebadores.

Enfermedad| Virus Cebador Secuencia (5’-3’) Tamaiio del| Referencias
producto
(bp)
GLD GLRaV-1 [HSP70H-149 F |ACCTGGTTGAACGAGATCGCTT 168 (Osman et
HSP70H-293 R |GTAAACGGGTGTTCTTCAATTCTCT al., 2007)
GLRaV-2 (198 F CATTATATTCTTCATGCCTCTCAGGAT 116 (Osman et
290 R GATGACAACTTCTGTCCGCTATAGC al., 2007)
GLRaV-3 [MSSq2-F CGCTCATGGTGAAAGCAGAGACGT 140 (Sandez-
MSSqg2-R ACGCTCTACGCACGCAGTAA Salas, 2021)
GLRaV-4 |[HSP-85 F ATATACATACCAACCGTTGTGGGTATAA |93 (Osman et
HSP-178 R CCCTATAAACTAGCACATCCTTCTCTAGT al., 2007)
GRBD GRBV  |CPfor AGCGGAAGCATGATTGAGACATTGACG |245 (Krenz et al.,
CPrev AACGTATGTCCACTTGCAGAAGCCGC 2014)
Control Rubisco |Rbcl-F TACTTGAACGCTACTGCAG 186 (Sanchez-
interno Rbc-R CTGCATGCATTGCACGGTG Navarro et
al., 2004)

Los cebadores usados se seleccionaron realizando pruebas de la concentracidn éptima y la temperatura
ideal de alineamiento (Anexo D, Figura 25; Anexo E, Figura 26; y Anexo F; Figura 27). También se realizé la
comparativa entre transcritos (ANT) y ADN para la deteccién de GRBV por PCR en tiempo real (Anexo G,

Figura 28).

2.2.3 Fecha dptima de monitoreo de sintomas

Para determinar el tiempo 6ptimo dentro del periodo de presencia de sintomas de GLD y/o GRBD en Baja
California, se visitaron los sitios 1y 2 (de incidencia) tres veces con un intervalo de 24 dias (segunda visita)
y 28 dias (tercera visita). Las plantas se clasificaron como asintomaticas, sospechosas o sintomaticas de
GLD y/o GRBD. Con lo anterior, se corroboro la fecha dptima para realizar los monitoreos. Adicionalmente,

este ensayo sirvio para decidir si se utilizaba la clasificacién de “sospechosa”.

2.2.4 Prevalencia

En el estudio epidemioldgico transversal analitico, las unidades de estudio fueron plantas de vid de 121

sitios de Baja California (p= 50%, IC= 10%, CL= 95%). La prevalencia de GLD y GRBD se evalué mediante el
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monitoreo y clasificacidon de plantas de vid con sintomas de estas enfermedades, se utilizé la guia de la
Figura 5 y Tabla 4, clasificando cada una de las plantas con O para las asintomaticas y 1 para las
sintomaticas, durante los afios 2022 (80 sitios en cinco localidades, Valle de las Palmas, Ejido El Porvenir,
Ejido El Sauzal, Francisco Zarco y San Antonio de las Minas) y 2023 (41 sitios en ocho localidades, Ejido de
Piedras Gordas, Ejido Real del Castillo, Ejido Nacionalista Sanchez Taboada, Ejido Uruapan, Valle de Ojos

Negros, Valle de San Vicente, Valle de Santo Tomas y Tecate).

El seguimiento se realizé en octubre de cada afno. Se evaluaron cuadrantes de 10 lineas con 100 plantas
cada una, con un total de 1,000 plantas por cuadrante en cada uno de los sitios seleccionados al azar en
vifiedos propiedad de diferentes productores. Se tomd nota cuando se encontrd un punto vacio, sin una
planta o una planta muerta. Asimismo, se determind el promedio anual del porcentaje de plantas
infestadas por PHV (plantas con al menos un PHV) mediante muestreo de insectos siguiendo la
metodologia de Fu-Castillo et al. (2002), por técnicos capacitados del Comité Estatal de Sanidad Vegetal
de Baja California (CESVBC). Adicionalmente, se obtuvo un promedio anual de la informacion
meteoroldgica diaria de siete estaciones del Sistema de Informacidon de Manejo del Agua de Riego en Baja
California (SIMARBC & AGRICULTURA, 2024), asighando datos a cada sitio de estudio segun la proximidad

a la estacion mas cercana.

2.2.5 Incidencia

Se realiz6 un estudio longitudinal analitico para monitorear los sintomas de GLD y/o GRBD (Tabla 4, Figura
5) en cinco sitios de muestreo (Figura 4). Se realizaron visitas a campo durante el 2020, para definir los
sitios y cuadrantes de estudio, asi como para probar las categorias para clasificar a las plantas y la toma de
muestra para iniciar con la estandarizacién de técnicas de diagndstico molecular. Se monitorearon
cuadrantes de 25 lineas con 100 plantas cada una (2,500 plantas por sitio) del 2021 a 2023 durante el mes
de octubre de cada afo. En los sitios 1, 2, 3 y 4 hubo la presencia de PHV, pero no en el sitio 5. En cada
vifiedo se contabilizé el total de plantas sintomaticas, asintomaticas, replantes y plantas perdidas (por
muerte o eliminacidn). Los puntos con replantes o plantas perdidas se descartaron del analisis estadistico

final.
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Asintomatico a GLD y/o GRBD
A l B C ‘ D !
Sintomatico a GLD y/o GRBD
F ! G I H l
I l J I K l L .

Figura 5. Imagenes de referencia de hojas de vid clasificadas por sintomas de GLD y/o GRBD. La parte superior de la
figura muestra hojas asintomaticas (negativas a GLRaV-1, -2, -3, -4 y GRBV), ilustrando la apariencia del follaje de vid
sin presencia de estas enfermedades virales. A-C: cv Nebbiolo. D: cv. Cabernet Sauvignon. La parte inferior de la
figura muestra hojas sintomaticas, que ilustran las manifestaciones de varios sintomas en las hojas: E: margenes
enrollados, nervaduras verdes claro y decoloracion rojiza (cv. Cabernet Sauvignon, positiva a GLRaV-2 y GLRaV-3). F:
nervaduras verdes claro y decoloracion rojiza (cv. Cabernet Sauvignon, positiva a GLRaV-2 y GLRaV-3). G: manchas
rojas agrupadas (cv. Cabernet Sauvignon, positiva a GLRaV-2 y GLRaV-3). H: nervaduras rojas, manchas rojas en la
hoja y margenes irregulares (cv. Nebbiolo, positiva a GLRaV-2 and GRBV). I: manchas rojas en forma de pixeles (cv.
Nebbiolo, positiva a GLRaV-3 y GRBV). J: manchas rojas dispersas (cv. Nebbiolo, positiva a GLRaV-2 y GLRaV-3). K:

margen enrollado, nervaduras de color verde claro y decoloracidn rojiza (cv. Cabernet Sauvignon, positiva a GLRaV-
2 y GLRaV-3). L: nervaduras verdes claro y manchas cloréticas (cv. Chenin Blanc, positiva a GLRaV-3).

Tabla 4. Clave de sintomas foliares de GLD y/o GRBD para clasificar plantas de vid (V. vinifera) en vifiedos de Baja
California.

Clave |Definicion

0 Asintomadtica: No presenta sintomas de GLD, ni GRBD, pero puede presentar signos de otras
afecciones.
1 Sintomatica a GLD y/o GRBD: En cultivares tintos: enrollamiento de los margenes,

enrojecimiento en manchas o la hoja completa, deformacién de los margenes, nervaduras
verdes claro o purpura. En cultivares blancos: enrollamiento de los margenes, clorosis en

manchas o la hoja completa, deformaciéon de los margenes, nervaduras verdes claro.
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2.2.6 Analisis estadistico

Para corroborar el diagnéstico visual de GLD y/o GRBD (sintomatico o asintomatico), se comparo la
clasificacion de los sintomas con los resultados del diagndstico molecular mediante PCR en tiempo real
dirigida a virus especificos. Las muestras se consideraron positivas a PCR en tiempo real, cuando
amplificaron para al menos uno de los virus probados y negativas cuando no amplificéd ningun virus. Se
calcularon varias medidas estadisticas basadas en 190 muestras para evaluar la concordancia entre el
diagndstico de sintomas y el diagndstico molecular. Asimismo, se obtuvieron los parametros
epidemioldgicos: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN). Ademas, se realizé la prueba de Chi-cuadrado de Pearson con correccidn de continuidad de Yates
para evaluar la significancia estadistica de la asociacién entre el diagndstico de sintomas y los resultados

del diagnéstico molecular (Anexo H, Tabla 15).

. Plantas sintomaticas y positivas por PCR en tiempo real
Sensibilidad =

Total de plantas positivas por PCR en tiempo real (1)

Plantas asintomadticas y negativas por PCR en tiempo real

E ificidad =
speciiicida Total de plantas negativas por PCR en tiempo real (2)

VPP = Plantas sintomaticas y positivas por PCR en tiempo real

Total de plantas sintomaéticas (3)

VPN = Plantas asintomaticas y negativas por PCR en tiempo real (4)
B Total de plantas asintomaticas

Para el estudio de prevalencia, la variable dependiente fue el porcentaje de plantas sintomaticas a GLD
y/o GRBD en cada sitio (prevalencia), en relacidn con el nimero total de plantas en el cuadrante evaluado
(excluyendo puntos sin planta, plantas muertas y replantes). Las variables explicativas o independientes
fueron localidad (division territorial dentro de un municipio: El Porvenir, Francisco Zarco, Valle de Ojos
Negros, Ejido Piedras Gordas, San Antonio de las Minas, Valle de Santo Tomas, Valle de San Vicente,
Tecate, Otros (incluye las localidades con tres o menos sitios) = Ejido Real del Castillo + Ejido Nacionalista

Sanchez Taboada + Ejido Uruapan + Valle de las Palmas + Sauzal), cultivar de planta y porcentaje de plantas
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infestadas por PHV (%). Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones multiples de medias
de Tukey con un nivel de confianza del 95% en las variables categdricas: localidad, cultivar y porcentaje de
plantas infestadas por PHV (Anexo |, Tabla 16). Las variables meteoroldgicas recolectadas fueron
precipitacién total (mm), radiacién solar (Cal/cm?), humedad relativa promedio (%), temperatura
ambiental promedio (°C), temperatura promedio del suelo (°C) y unidades de calor acumulado (calor diario
acumulado) (Anexo J, Figura 29). Para analizar la relacion entre estas variables meteorolégicas (promedio

anual) y la prevalencia de GLD y GRBD se realizé un analisis de regresién multiple (Anexo K, Tabla 17).

Para los analisis de incidencia, se obtuvo un Modelo Lineal Generalizado (GLM) que explica la variable
dependiente binaria (Presencia/ausencia de sintomas de GLD y/o GRBD), siendo las variables
independientes afio (2021, 2022 y 2023), cultivar ('Cabernet Sauvignon', ' Nebbiolo'y 'Merlot') y sitio (sitio
1, sitio 2, sitio 3, sitio 4 y sitio 5) (Anexo L, Tabla 18). Para la asociacidn entre la incidencia y el porcentaje
de plantas infestadas por PHV, se realizd un analisis MANOVA (con sitio y aflo como variables explicativas)
y un andlisis de regresidon lineal (incidencia como variable dependiente y PHV como variable

independiente) (Anexo M, Tabla 19).

Todas las pruebas se realizaron con RStudio version 1.4.555 (RStudio Team, 2024) y los mapas geograficos

en QGIS version 3.34.0 (QGIS Development Team, 2018).

2.3 Resultados

2.3.1 Optimizacién del diagndstico molecular

Posterior a la estandarizacion de la extraccidn de acidos nucleicos (ANT y ADN), se utilizé la técnica de RT-
PCR en tiempo real para realizar la amplificacién de regiones de genomas de virus causales de GLD y GRBD.
Se probaron distintos sets de cebadores para cada virus, curvas de temperatura y concentraciones de
cebadores. Con base en las curvas de disociacion y los ciclos de amplificacion (Cq), se determind utilizar
una concentracion de 0.4 um de los cebadores de GLRaV-1, -2 y -4, 0.8 um de GLRaV-3 y 1 um de GRBV en

analisis posteriores (Anexo D, Figura 25; Anexo E; Figura 26; Anexo F, Figura 27; y Anexo G, Figura 28).

Inicialmente se planteaba trabajar solo con GLD y sus virus asociados, sin embargo, después del muestreo

llevado en el 2020 y comparando la clave asignada en la cartografia con el resultado de laboratorio, el
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52.5% de las plantas asignadas como sospechosas o sintomaticas a GLD, resultaron con un diagnédstico
positivo para al menos uno de los GLRaVs probados. Respecto a las plantas clasificadas como
asintomaticas, el 56.5% resultaron negativas en la prueba de PCR punto final. Para tratar de esclarecer la
baja correlacidn, y descartar que se debiera a un error humano en la asignacién de claves o fidelidad de la
técnica de PCR punto final (Sandez-Salas, 2021), se decidid realizar la prueba por RT-PCR en tiempo real
con cebadores de interés para GLRaV-3 y para GRBV (por posible confusién de sintomas). Los resultados
se presentan en el Anexo N (Tabla 20). En el caso del GLRaV-3, se analizaron once muestras sintomaticas
y negativas a los GLRaVs por RT-PCR punto final. Nueve resultaron positivas, pero con baja concentraciéon
viral. Respecto a GRBV, cuatro de seis muestras probadas, resultaron positivas al virus. Algunas muestras
positivas a GRBV también resultaron positivas a GLRaV-3 por PCR en tiempo real. Unicamente una de las
muestras probadas fue negativa a todos los virus y por todas las técnicas, por lo que también se deberia
considerar el origen de sintomas debido a otras causas. Por lo anterior, se decidié integrar como parte del

estudio a GRBD y su agente causal GRBV.

Con laintencién de conocer si era posible la deteccidn de GRBV (un virus con genoma de ADN) por RT-PCR
tiempo real, se realizé la comparativa de la utilizacién de ADN contra 4cidos nucleicos totales (ANT) de un
set de muestras de campo, incluyendo controles (Anexo G, Figura 28). Los resultados mostraron que es
posible la deteccion de GRBV a partir del transcrito de CP y el genoma del virus presente en los ANT, por
lo que se utilizaron Unicamente ANT y posteriormente la retro-transcripcién (RT), en lugar de realizar
extraccién de ADN para realizar pruebas de GRBV y de ANT para los GLRaVs.

Durante las pruebas de optimizaciéon de protocolos de diagndstico, se procesaron muestras colectadas
durante el 2020 y 2021 (Anexo N, Tabla 21). Producto de lo anterior, se encontré que el virus mas
prevalente fue el GLRaV-3 (74%), seguido por el GLRaV-2 (29%) y el GRBV (29%). Ademds, muestras de
sitios en los Valles de San Vicente y Ojos Negros, tuvieron mayor porcentaje de plantas con presencia de

GRBV, respecto a muestras de la zona de Francisco Zarco.

2.3.2 Evaluacioén del diagnédstico visual vs analisis molecular (RT-PCR en tiempo real)

La validacidn de la técnica de diagndstico visual de GLD y/o GRBD se realizd a través de la comparativa con
la PCR en tiempo real (GLD: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 y GRBD: GRBV) con 190 muestras
tomadas durante octubre de 2022 y 2023. GLRaV-3 fue el virus mas prevalente en el total de muestras
analizadas, seguido por GRBV y GLRaV-2. Se detectd GLRaV-1 en una planta y no se detecté GLRaV-4 en

ninguna muestra (Figura 6A). En 63 muestras, solo se detectd un virus y en 45 de ellas se encontraron
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infecciones mixtas (Figura 6B). Por otro lado, el 95% de las muestras positivas para GLRaV-3, el 90% de las
positivas para GRBV y el 97% del total de positivas para GLRaV-2 mostraron sintomas de GLD y/o GRBD
(Tabla 5).

Muestras positivas a cada virus
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GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3 GRBV Negativas % ;
.
GRBV
Figura 6. Diagndstico molecular para GLRaVs y GRBV mediante PCR en tiempo real. Resultados de un total de 190
muestras. A: Distribucion de muestras positivas para cada virus analizado. B: Diagrama de Venn que ilustra la

distribucion de muestras que resultan positivas para uno o mas virus.

Tabla 5. Numero de plantas positivas analizadas mediante PCR en Tiempo Real para detectar cinco virus clasificados
segun diagndstico visual.

Muestras positivas probadas por RT-PCR en tiempo real
GLRaV-1 GLRaVv-2 GLRaV-3 GLRaV-4 GRBV

Diagnéstico visual Sintomatico 1 34 75 0 38

Asintomatico 0 1 4 0 4

De las 190 muestras analizadas, el 57% de ellas resultaron positivas por al menos uno de los virus
analizados, mientras que en el 43% no se detectd ninguno de los virus. La distribucién de frecuencia que
compara el diagndstico visual con la deteccién molecular de virus reveld diferencias, lo que indica una
dependencia entre variables (Tabla 6). El diagndstico visual demostré una sensibilidad del 91%, una
especificidad del 52%, un valor predictivo positivo (VPP) del 72% y un valor predictivo negativo (VPN) del
81%. Estas métricas indican que el diagndstico visual es eficaz para identificar plantas sintomaticas que
dan positivo para al menos un virus. Sin embargo, es débil para detectar plantas asintomaticas que no
amplifican los virus, es decir, mayor nimero de falsos negativos. El detalle de los diagndsticos moleculares

y ejemplos de hojas sintomaticas y asintomaticas esta disponible en la base de datos digital del Anexo U.
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Tabla 6. Distribucién de frecuencia del diagndstico visual en comparacién con la deteccion molecular de uno o mas
virus. *

Diagnéstico por RT-PCR en tiempo real
Positivo** Negativo***
Diagnéstico visual Sintomatico (0.907) 98/108 (0.475) 39/82
Asintomatico (0.092) 10/108 (0.524) 43/82
Suma de frecuencias 1 1

* Prueba de Chi-cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de Yates. Diagndstico visual versus diagndstico
por RT-PCR en tiempo real: x> =41,087, gl = 1, valor de p = 1,456e-10. **Positivo: uno o mas virus detectados (GLRaV-
1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GRBV). ***Negativo: no se detectd ningun virus.

2.3.3 Carga viral en hojas con distintos niveles de sintomas

La evaluacién del ciclo de amplificacién en la gPCR, segun hojas con distintos niveles de sintomas se realizd
con hojas de tres plantas. En la Figura 7, se muestra un ejemplo (hojas de una planta), donde se observa
que el ciclo de amplificacion es mayor en la hoja con mas sintomas de virosis (nivel 4 de sintomas),
mientras que el resto de las hojas tienen un ciclo de amplificacion muy similar entre ellas, pero mas bajo
que el nivel 4. Otra observacion con este ensayo es que la hoja con nivel de sintomas 1 (practicamente
asintomatica), tuvo un ciclo de amplificacién muy similar a las hojas en niveles 2 y 3 de sintomas; por lo
que, el virus es detectable en hojas asintomdticas. El comportamiento antes mencionado, se repitié en las

otras 2 plantas.
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Nivel 1 sintomas 20.54 83.0
Nivel 2 sintomas 20.13 83.0
Nivel 3 sintomas 20.20 83.0

M Nivel 4 sintomas  26.22 83.0

Figura 7. Ejemplo de la variacion del ciclo de amplificacion (PCR en tiempo real, GLRaV-3) de hojas de una misma
planta con distintos niveles de sintomas.
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2.3.4 Ventana de tiempo para la evaluacién por sintomas en campo

Las plantas se clasificaron como asintomaticas, sospechosas o sintomaticas de GLD y/o GRBD (Figura 8).
Se encontrd que a finales de septiembre muchas de las plantas clasificadas como asintomaticas, para el
segundo muestreo ya mostraban sintomas; y en la tercera visita muchas de estas eran clasificadas como
sospechosas. Lo anterior sugiere que la ventana de tiempo para realizar la clasificacion mas certera de
plantas sintomdticas es de una o maximo dos semanas al terminar la cosecha. Adicionalmente se decidié
realizar los analisis de prevalencia e incidencia, Unicamente con las clasificaciones de asintomatico y
sintomatico, ya que la clasificacion de sospechosa resulté muy subjetiva y, segin este ensayo, tiende a

confundirse con otros sintomas (especialmente de senescencia al final del otofio).
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Figura 8. Distribucion espacial de plantas clasificadas por sintomas de GLD y/o GRBD en un vifiedo durante un periodo
de seis semanas. A: Cuadrante de plantas clasificadas en asintomaticas, sospechosas y sintomaticas. El cuadrante
estuvo formado por 10 lineas de 50 plantas (500 plantas en total). B: Porcentaje de plantas por clasificacion
(asintomaticas, sospechosas y sintomaticas) para cada una de las tres visitas. C: Ejemplos de imagenes de hojas
clasificadas como sospechosas; de izquierda a derecha, una hoja con margen deformado (cv. Malbec), una hoja con
ligero enrollamiento en el haz y margen marchito (cv. Cabernet Sauvignon), hoja con enrojecimiento en el limbo de
aspecto senescente (cv. Merlot), y una hoja con marchitez y algunas manchas de color parpura oscuro (cv. Cabernet
Sauvignon).
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2.3.5 Andlisis de prevalencia de virosis (GLD y GRBD) en Baja California

Se visitaron un total de 121 sitios en 13 localidades de Baja California durante 2022 (81 sitios) y 2023 (42
sitios) (Tabla 7). Después de hacer el analisis con solo la clasificacién de las plantas como asintomaticas o
sintomaticas, la prevalencia estatal promedio por sitio fue del 20% de plantas sintomaticas, con un rango
entre 0y 92%. En total, el 92% de los sitios visitados tuvieron presencia de plantas sintomaticas dentro de
ese rango. Las localidades con mayor nimero de plantas sintomaticas fueron Sanchez Taboada con 69%

(1 sitio visitado), El Sauzal con 33% (2 sitios) y Francisco Zarco con 29% (19 sitios).

El 28% de los sitios evaluados se encontraban en El Porvenir, una de las localidades con més unidades de
produccién. Ademas, el 61% de los sitios tuvieron la presencia de PHV. Los cultivares de vid mas
comunmente encontrados en los sitios fueron Cabernet Sauvignon, Nebbiolo y Tempranillo. Entre los sitios
estudiados, cuatro tuvieron de 75 a 100% de plantas sintomaticas, ocho sitios tuvieron de 50 a 75%, 15

tuvieron de 25 a 59% y el resto de los sitios tuvieron entre 0y 25% (Figura 9).

Localidades como Francisco Zarco, San Antonio de las Minas y Santo Tomas exhibieron una prevalencia
promedio notablemente mds alta y fueron significativamente diferentes de Ojos Negros, con una
prevalencia mas baja (P<0.01) (Figura 10A). No se encontré diferencia en la prevalencia segun el cultivar
(P>0.05) (Figura 10B). Sin embargo, se encontrd una correlacidn significativa entre el porcentaje de plantas

infestadas de PHV y la prevalencia (P<0.01) (Figura 10C).

Segun los andlisis, las variables meteoroldgicas que se correlacionan con la presencia de plantas
sintomaticas para GLD y/o GRBD fueron la temperatura ambiental promedio, temperatura promedio del
suelo y unidades de calor acumuladas (Tabla 8). La temperatura del suelo y las unidades de calor
acumuladas se relacionan positivamente a la prevalencia, es decir, aumento de estas variables mayor
prevalencia y viceversa. Por el contrario, la temperatura ambiente tiene una asociacién negativa con la
prevalencia. Variables como precipitacidn, radiacion solar y humedad relativa no fueron estadisticamente

significativas para explicar la prevalencia.
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Figura 9. Mapa de prevalencia de plantas sintomaticas a GLD y/o GRBD en Baja California. Cada punto representa
uno de los 121 sitios visitados, donde se evalué un cuadrante de 10 lineas por 100 puntos de plantas; el color indica
el porcentaje de plantas sintomaticas dentro de estos cuadrantes; de azul a rojo: menor a mayor prevalencia.
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Tabla 7. Resumen de las caracteristicas de las localidades de evaluacién de prevalencia de plantas sintomaticas a GLD
y /o GRBD.

Localidad Cantidad | Sitios con Porcentaje Cultivares de plantas Sitios con Tipo de
de sitios |presencia de| promedio de presencia manejo
sintomas* plantas de PHV*
sintomaticas*
Ejido Piedras 4 3 (75%) 3 Cabernet Sauvignon, Merlot,| 1 (25%) Tradicional
Gordas Nebbiolo
Ejido Real 2 0 (0%) 0 Cabernet Sauvignon 0 (0%) Tradicional
del Castillo
Ejido 1 1 (100%) 69 Tempranillo 0 (0%) Tradicional
Nacionalista
de Sanchez
Taboada
Ejido 3 3 (100%) 12 Cabernet Sauvignon, 0 (0%) Tradicional
Uruapan Grenache, Syrah
Valle de 10 6 (60%) 0.9 Cabernet Sauvignon, 0 (0%) Tradicional
Ojos Negros Malbec, Merlot, Syrah,
Tempranillo, Thompson
Valle de San 11 10 (91%) 16 Barbera, Chardonnay, 6 (55%) Tradicional
Vicente Crimson, Nebbiolo, Red
globe, Sauvignon Blanc,
Syrah, Tempranillo
Valle de 5 5 (100%) 27 Nebbiolo, Tempranillo 1(20%) Tradicional
Santo Tomas
Tecate 5 5 (100%) 0.3 Cabernet Sauvignon, Chenin| 1 (20%) Tradicional
Blanc, Merlot, Mision
Valle de las 1 0 (0%) 0 Nebbiolo 1(100%) | Tradicional
Palmas
El Porvenir 34 34 (100%) 20 Cabernet Sauvignon, 27 (79%) | Tradicional /
Carignan, Chardonnay, Organico
Chenin Blanc, Conlobar,
Grenache, Macabeo,
Malbec, Merlot, Nebbiolo,
Monte Pulchiano, Primitivo,
Rosa de Perq, Syrah,
Tempranillo
El Sauzal 2 2 (100%) 33 Cabernet Sauvignon 2 (100%) | Tradicional
Francisco 19 18 (95%) 30 Cabernet Sauvignon, 17 (89%) | Tradicional
Zarco Grenache, Merlot, Italian
nebbiolo, Sauvignon Blanc,
Superior, Tempranillo
San Antonio 24 24 (100%) 27 Atemporal, Cabernet Franc, | 18 (75%) | Tradicional /
de las Minas Cabernet Sauvignon, Organico
Chardonnay, Grenache,
Mission, Malbec, Merlot,
Nebbiolo, Red Globe,
Tempranillo, Zinfandel
Total 121 111 (92%) |Promedio 20% 27 cultivares 74 (61%) | Tradicional /
Organico

*Porcentaje considerando el niUmero total de sitios por ubicacién.
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Prevalencia promedio por localidad Prevalencia promedio por cultivar  Prevalencia vs infestacion por PHV
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Figura 10. Prevalencia de plantas sintomaticas con GLD y/o GRBD asociado a localidad, cultivar y presencia de PHV.
Letras similares en los graficos indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las variables en
términos de prevalencia promedio. A: Prevalencia promedio para cada localidad (EP= El Porvenir, FZ= Francisco Zarco,
ON=Valle de Ojos Negros, PG= Ejido Piedras Gordas, SAM= San Antonio de las Minas, ST= Valle de Santo Tomds, SV=
Valle de San Vicente, T= Tecate, Otros (localidades con tres o menos sitios) = Ejido Real del Castillo + Ejido Nacionalista
Sanchez Taboada + Ejido Uruapan + Valle de las Palmas + Sauzal). B: Prevalencia promedio por cultivar de planta (CS=
cv. Cabernet Sauvignon, G= cv. Garnacha, M= cv. Merlot, N= cv. Nebbiolo, T= cv. Tempranillo, U= Desconocido, Otro
(cultivares presentes en tres o menos sitios)). C: Prevalencia correlacionada con el porcentaje de plantas de vid
infestadas con PHV. Para los andlisis estadisticos de municipio, se utilizo la prueba t de Welch para dos muestras para
evaluar las correlaciones. Para la prevalencia por localidad, cultivar y presencia de PHV, se utilizé la prueba estadistica
ANOVA (comparaciones multiples de medias de Tukey, nivel de confianza familiar del 95% en variables categodricas).

Tabla 8. Regresion multiple de variables meteoroldgicas para prevalencia de sintomas de GLD y/o GRBD.

Variable Max | Min | Prom | Coeficientes| Error |ValorT |P(>|t])*
estimados | estandar

(Intercepto) 491.1 461.8 1.1 |0.289762
Precipitacion (mm) 1.7 0.1 0.4 -4.1 14.9 -0.3 | 0.782946
Radiacion solar (Cal/cm2) 545.5| 454.1 | 516.4 -0.6 0.5 -1.1 | 0.269758
Humedad relativa promedio (%) | 86.4 | 44.3 | 61.1 -1.5 1.7 -0.9 |0.375867
Temperatura ambiental 23.6 | 15.7 18 -145.7 38.4 -3.8 | 0.0002**
promedio (°C)

Temperatura del suelo 194 | 27.1 | 224 82.1 22.2 3.7 0.0003**
promedio (°C)

Unidades de calor acumuladas 5328 | 2330 | 3329 0.2 0.1 3.8 0.0002**

* Error estandar residual: 21,97 en 114 grados de libertad R cuadrado multiple: 0,141, R cuadrado ajustado: 0,09575.

Estadistico F: 3,118 en 6 y 114 DF, valor p: 0,007257. ** Significancia es igual a 0
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2.3.6 Evaluacidén de incidencia de GLD y GRBD

Del andlisis de incidencia para la evaluacion espacio-temporal llevado a cabo en cinco sitios de muestreo,
se clasificaron un total de 12,500 plantas, descartando los huecos sin planta en los cinco cuadrantes de
diferentes sitios de 2021 a 2023. En 2022 y 2023, el numero total de plantas sintomaticas se calculé como
la suma de las plantas sintomaticas del afio anterior, mds los casos nuevos, menos los casos perdidos
(Figura 11A). El aumento promedio de plantas sintomadticas por sitio fue del 1.7% en 2022 y del 9% en
2023. Todos los sitios mostraron un aumento de casos nuevos de 2022 a 2023 en comparacién con el

aumento observado de 2021 a 2022.

El sitio 3 exhibié la mayor cantidad de nuevos casos entre 2021 y 2023, totalizando 594 (Figura 11D),
seguido del sitio 2 con 271 (Figura 11C), el sitio 1 con 187 (Figura 11B), el sitio 4 con 86 (Figura 11E) y el
sitio 5 con 57 (Figura 11F). El aumento de casos nuevos por cuadrante oscilé entre el 2% (sitio 5) y el 24%
(sitio 3). Al hacer el analisis conjunto del porcentaje de plantas sintomaticas y el porcentaje de plantas
infestadas por PHV por sitio, encontramos que en los sitios 2, 4 y 5 ambos porcentajes tienen
comportamientos similares (Figura 12). En los sitios 1y 3, que al afio 2023, tuvieron grandes porcentajes
de plantas sintomaticas (90.84% y 55.56%, respectivamente), y aunque se observé una disminucion en el
porcentaje de plantas infestadas por PHV (13.88% y 17.27% final, respectivamente), en ambos sitios se

tenian porcentajes mayores de plantas infestadas el 2021 (22.66% y 19.55%, respectivamente).

El modelo GLM para los datos de incidencia indicd una variacién estadisticamente significativa en las
plantas sintomadticas entre sitios, afios y cultivares (Tabla 9). Los afios 2022 y 2023 muestran una relacion
positiva respecto a 2021, es decir, el nimero de plantas sintomdticas fue mayor en esos afios. Respecto al
cultivar, 'Nebbiolo' presenta una relacion positiva (mas probabilidades de encontrar plantas sintomaticas),
mientras que 'Merlot' mostré una relacion negativa (menos probabilidades de encontrar plantas
sintomaticas) con la presencia de plantas de vid sintomaticas al compararlo con 'Cabernet Sauvignon'. En
los sitios 2, 3, 4 y 5 es menos probable encontrar plantas sintomaticas que en el sitio 1, siendo los sitios 4

y 5 los que tienen menos probabilidades de tener plantas sintomaticas.
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Figura 11. Distribucion espacial de plantas sintomaticas de GLD y/o GRBD en cuadrantes de cinco vifiedos durante tres afios. B a F: Distribucion espacial de plantas
sintomaticas en cada sitio a lo largo del tiempo. Los cuadrantes constan de 2,500 plantas dispuestas en 25 lineas de 100 puntos de plantas cada una (aproximadamente
1 hectdrea). Los cuadrados amarillos representan plantas que presentaron sintomas en 2021, los cuadrados rojos indican plantas nuevas con sintomas en 2022, los
cuadrados verdes indican plantas nuevas con sintomas en 2023 y los cuadrados blancos indican plantas asintomaticas o puntos sin plantas.



100 - - 40
— ]
2 i
5 90 b 35
.2 80 A / i
jg e ——— S il ° E' 30
g e ——— 2 | 25
£ |
»n 60 - !
g .--__________----- v 20
c 50 1 TS O - -y
© - 15
Q.
40 A
()]
® 30 il L 10
£ = Dt 5
e B R i i smtcate [ 7 o "
S 20 4 —
1
8 10 - o T — - 0
0 o
2021 2022 2023 8
q Sitio 1 83.36 84.04 90.84
(V] oo
o £ gl—— Siti02 73.48 75.64 84.32
£ £ §—e—siio3 31.8 33.04 55.56
" § q——Sitio4 26.28 28.12 27.12
@ | Sitio 5 20.32 20.84 216
P Siio 1 22.66 13.42 13.88
§5 [~ Sitio2 24.33 2453 29.33
E2 |-~ Siti0 3 19.55 17.88 17.27
g% |~*~sitio4 2.07 6.19 466
& |=e=gGjtio5 0 0 0

Figura 12. Porcentaje de plantas sintomaticas a GLD y/o GRBD y porcentaje de plantas infestadas por PHV.

w
U

(%) AHd 1od sepelsajul sejuejd ap alejuasiod

Tabla 9. Coeficientes del Modelo Lineal General (GLM) que muestran las relaciones estadisticas entre varios factores
y la presencia de plantas sintomaticas a GLD y/o GRBD en cinco sitios.

Variable* Estimado Error estandar Valor Z Pr(>]z])
(Intercepto) 2.4 0.1 46.7 < 2e-16 ***
Ao 2022 0.1 0.03 3.0 0.00246 **
Ao 2023 0.7 0.03 20.0 <2e-16 ***
cv. Nebbiolo 0.6 0.1 5.7 9.44e-09 ***
cv. Merlot -0.9 0.1 -11.6 < 2e-16 ***
Sitio 2 -0.4 0.1 -6.7 2.25e-11 ***
Sitio 3 -2.8 0.1 -53.0 < 2e-16 ***
Sitio 4 -3.9 0.1 -34.2 < 2e-16 ***
Sitio 5 -3.8 0.1 -64.8 < 2e-16 ***

*Variables de referencia: Afio = 2021, Cultivar = Cabernet Sauvignon, Sitio = Sitio 1 (el pardmetro de dispersién para
la familia binomial se considera 1). Desviacion nula: 45376 de 33149 grados de libertad. Desviacidn residual: 31145
de 33141 grados de libertad. AIC: 31163. Numero de iteraciones de puntuacién de Fisher: 5. Precisiéon del modelo =
0.7867*** Significancia igual a 0** Significancia igual a 0.001.
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2.4 Discusion

En este estudio, el diagndstico visual identificd eficientemente plantas sintomaticas positivas para virus
asociados con GLD o GRBD (sensibilidad del 91%). Sin embargo, sélo el 52% de las plantas asintomdticas
resultaron negativas mediante PCR en tiempo real. La baja especificidad podria deberse a la etapa de la
infeccidn, la ausencia de sintomas durante la infeccién y la variabilidad de los sintomas y factores que
influyen en ellos (Poojari et al., 2013). Como se observd en otros estudios, GLRaV-3 fue el virus mas
prevalente y se encontraron infecciones mixtas (Aou-Ouad et al., 2022; Xiao et al., 2018).

Cabe sefialar que la optimizacion de técnicas moleculares de diagndstico fue parte esencial para el
desarrollo de este trabajo. Especialmente la aplicaciéon de la RT-PCR en tiempo real a partir de acidos
nucleicos totales (ANT), ya que redujo el tiempo de procesamiento de gran cantidad de muestras
incluyendo diagndsticos de virus con genoma de ARN o ADN con solo una extraccidn. Con ello, esta
metodologia resulté eficiente para el diagndstico de GRBV mediante la deteccién del gen y ARN mensajero
de la proteina de la cépside (CP), cuya secuencia es altamente conservada y se transcribe en gran
abundancia en los geminivirus (Fondong, 2013). Sin embargo, es importante mencionar que, en la practica,
los ANT son susceptibles a los cambios bruscos de temperatura (congelado y descongelado) y a la
exposicién a altas temperaturas por tiempo prolongado, por lo que deben ser tratados con cuidado. Por
ejemplo, muestras que durante el 2020 resultaron positivas por RT-PCR punto final (Anexo F, Figura 27),
hacia el 2021 parecian ser falsos positivos, por lo que pudo influir la amplia manipulacidn y utilizacion de
esas muestras entre un diagndstico y otro.

En este estudio, el diagndstico visual basado en la sintomatologia incluyé tanto a GLD como a GRBD
indistintamente ya que ambas enfermedades comparten sintomas, particularmente el enrojecimiento de
las hojas. En la regidn de Baja California, encontramos los sintomas previamente reportados para ambas
virosis (Rayapati et al., 2008; Rohrs et al., 2023) y coincidimos en que es dificil asociar los sintomas a GLD
o GRBD de manera categdrica (Adiputra et al., 2018). Aunque, el seguimiento visual de los sintomas puede
ser una herramienta valiosa para reducir costos, esta técnica debe utilizarse sélo como primer método de
deteccion debido a su baja especificidad. Ademas, la sintomatologia asociada a las enfermedades GLD y
GRBD puede confundirse con fenotipos causados por otros factores. En el caso de cultivares tintos, el
enrollamiento puede manifestarse como respuesta a una infestacién de dacaros o a deficiencias
nutricionales de potasio o fésforo. Asimismo, en cultivares blancos, la clorosis también puede estar
asociada a la deficiencia de magnesio (Cieniewicz, Perry, et al., 2017). Por tanto, para un diagndstico fiable
se deben utilizar pruebas moleculares como la PCR (Sudarshana et al., 2015). Inicialmente se pensé que

las primeras plantas sintomaticas de GRBD en Estados Unidos se debian a GLRaVs, y no fue hasta 2018 que
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el GRBV se asocid oficialmente con GRBD (Krenz et al., 2023; Yepes et al., 2018). Por lo tanto, seria
incorrecto clasificar a las plantas con enrojecimiento como pertenecientes a GLD o GRBD. Ademas, los
virus que causan ambas enfermedades pueden estar presentes en la misma planta, como lo demuestra el
diagndstico molecular, donde se encontraron infecciones mixtas de GLRaV-3, GLRaV-2 y GRBV en casi la

mitad de las plantas analizadas infectadas.

Aungque se ha reportado que la manifestacién de los sintomas de GLD comienza poco después del envero
(Martelli, 2017), observamos la mayor expresién de los sintomas hasta antes de la cosecha, similar al
estudio de Rohrs et al. (2023), quienes cuantificaron el aumento progresivo de la incidencia de GRBD por
sintomas desde el envero hasta el inicio de la caida de las hojas. Ademas, ese estudio mostrdé que la
manifestacion de los sintomas estaba restringida a algunas partes del dosel, una aparicién diferente de los
sintomas en lados opuestos del dosel y una aparicién tardia de los primeros sintomas. También mencionan
que, si los sintomas visuales se cuantifican y mapean antes de su maxima expresion, las vides enfermas
pueden pasarse por alto y subestimar la incidencia de la enfermedad. Adicionalmente, Donda et al. (2023)
encontraron que al monitorear GLD durante la temporada de crecimiento, se observa un aumento gradual
en la incidencia de GLD, con un mayor porcentaje de plantas sintomaticas ubicadas en lineas cercanas a
bloques de plantas viejas e infectadas. Por lo tanto, realizamos las visitas en tres tiempos, con
aproximadamente 20 dias de diferencia, para definir el tiempo de monitoreo éptimo dentro del periodo
de presencia de sintomas de GLD y/o GRBD en las plantas de vid, determinando que al final de la cosecha
y pocos dias antes de la senescencia de hojas, es el mejor momento para el monitoreo de sintomas.
Asimismo, encontramos que una planta puede tener distintos niveles de sintomas en sus hojas, e incluso

ser asintomaticas y tener presencia de virus.

En el estudio de prevalencia, se encontré que el 92% de los sitios visitados tuvo plantas sintomaticas de
GLD y/o GRBD, y se detecté PHV en el 61% (74 de 121) de los sitios, con una prevalencia promedio de
plantas sintomaticas del 20%, considerando los 121 sitios. La prevalencia varié desde el segun el municipio
y la localidad de los sitios (niveles significativamente mas altos en Francisco Zarco, El Sauzal y Ejido Sanchez
Taboada), pero no segun el cultivar de vid. Nuestros resultados también indican una baja presencia de
plantas sintomaticas de GLD y/o GRBD, incluso del 0%, en Real del Castillo, Ojos Negros, Tecate y Valle de
las Palmas, que son sitios con baja o nula presencia de PHV y estan alejados de areas con gran cantidad de

vifedos.

En el caso de GLD, la presencia de PHV, un vector conocido de GLRaV-1y GLRaV-3, juega un papel adicional.

Este estudio demostrd que el porcentaje de plantas infestadas (plantas con al menos un PHV) se asocié
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positivamente con la prevalencia de GLD. Se espera que esta asociacion se fortalezca con el tiempo, ya
que la presencia de cochinillas (tanto PHV, como el piojo de la uva) favorece la propagacién especialmente
de GLRaV-3, como se ha demostrado en otros estudios (Cabaleiro et al., 2022; Cooper et al., 2018). Sin
embargo, también se encontraron casos de alta prevalencia con baja infestacién de PHV, como es el caso
del Valle de las Palmas. La propagacion de plantas contaminadas podria explicar esto porque muchos
vifiedos en esta regién se originan a partir de portainjertos de material local, que pueden desempefiar un
papel en la diseminacién de GLRaVs o GRBV, como se ha demostrado en otras regiones vitivinicolas (Donda
et al., 2023; Maree et al., 2013). Otra fuente potencial es la importacién de vides infectadas de otros
lugares; sin embargo, seran necesarios mas datos para corroborar la influencia del movimiento de material
vegetal contaminado en la propagacidn de virus en Baja California. En este estudio, no se considerd la
presencia de vectores de GRBV, ya que, hasta la fecha no se han reportado vectores conocidos en Baja
California. Sin embargo, las comunicaciones personales especulan sobre la presencia de vectores
potenciales, lo que hace imperativo continuar monitoreando el GRBD y buscando insectos que

potencialmente tengan un papel en la propagacion del GRBV en la regidn.

La fenologia de la vid esta profundamente influenciada por el clima (Cola et al., 2017). En cuanto a la
presencia de plantas sintomaticas observadas y su relacién con la meteorologia, se observé que la
temperatura del suelo y las unidades de calor acumuladas se asociaron positivamente con la presencia de
plantas sintomaticas. Esto podria estar asociado con el PHV, ya que estos insectos muestran diferencias
de desarrollo dependiendo de las temperaturas de exposicion. Ademas, los aumentos de temperatura del
suelo favorecen la movilizacion del PHV, asi como la puesta y eclosién de huevos en los troncos (Dalton et
al., 2014). Incluso son Utiles para monitorear al PHV, ya que esta especie requiere 235 grados dia de
crecimiento para completar una generacién, por lo que cuanto mayor sean las unidades de calor
acumuladas, mas rapido serd el aumento de las poblaciones (Walton, 2003). Asimismo, las unidades de
calor acumuladas son un buen indicador de la fenologia de las plantas de vid. Ademas, se espera que la
epidemiologia de los virus de las plantas se altere en el futuro debido al cambio climatico, incluido el
aumento del diéxido de carbono atmosférico, el aumento de la temperatura, el déficit hidrico y los
fendmenos meteoroldgicos extremos, que podrian aumentar la frecuencia y el incremento de los brotes
de enfermedades (Jeger et al., 2023; Trebicki, 2020; Tsai et al., 2022). Sin embargo, en nuestro caso
utilizamos el promedio anual de cada una de las variables en el afio evaluado, por lo que esta informacién
debe tomarse con reservas, ya que la utilizaciéon de informacién en fechas mas precisas y de estaciones
meteoroldgicas mas cercanas a los sitios, podria reflejar relaciones con otras variables meteoroldgicas,

aparte de la temperatura o unidades de calor acumuladas, y en distinto nivel.
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Los resultados muestran que la incidencia de sintomas de GLD y/o GRBD con el afio de la evaluacion
aumentando del 2021 al 2023, el sitio y el cultivar. Los sitios 1, 2 y 3, geograficamente mas cercanos,
tuvieron el mayor nimero de plantas sintomdticas, seguidos por el sitio 4. El sitio 5, donde el PHV estaba
ausente, tuvo el menor nimero de casos en los tres monitoreos. El sitio 3 tuvo el mayor aumento en el
total de casos nuevos y correspondid a la presencia del cultivar 'Nebbiolo' (estadisticamente mds asociado
con mayor porcentaje de plantas sintomaticas que 'Cabernet Sauvignon' o 'Merlot'). EI aumento
significativo de los sintomas en el sitio 3 podria explicarse por la alta carga de PHV registrada desde afos
anteriores, que pudo contribuir a la infeccion por GLRaVs, y se manifesté hasta 2023; ya que sabe que
cuando los sintomas son evidentes, pueden observarse a veces cuatro a cinco afios después del ingreso
del virus al vifiedo (Cieniewicz, Pethybridge, et al., 2017). Este efecto también se puede observar en el caso
del sitio 1, donde los casos sintomaticos aumentaron con el tiempo, a pesar de que la infestacién de PHV
disminuyd para 2023. Se necesita un estudio mas extenso para evaluar el impacto de los vectores en la

transmisioén de virus y sobre el efecto del cultivo de la vid a largo plazo.

La asociacion entre plantas sintomdticas y cultivares en el estudio de incidencia contrasté con los
resultados del trabajo de prevalencia, donde no se encontraron diferencias entre cultivares. Este resultado
puede deberse a la gran diversidad de cultivares monitoreados en el analisis de prevalencia. Sin embargo,
el monitoreo longitudinal (incidencia) de algunas cultivares, permitid encontrar diferencias entre
cultivares. Es importante considerar que la sintomatologia puede verse influenciada por la sensibilidad del
cultivar de la planta a la infeccién. Chooi et al. (2022), observaron una amplia variabilidad en los sintomas
foliares entre las regiones de estudio; los cultivares y genotipos de frutos rojos en los vifiedos de Nueva

Zelanda también se asociaron con la temporada de muestreo.

La mayoria de las investigaciones epidemioldgicas sobre GLD y GRBD se centran en vifiedos establecidos
(como en nuestro caso). La incidencia reportada en algunos estudios varid segun los bloques o regiones
de estudio (Chooi et al., 2022; Flasco et al., 2023), similar a nuestros hallazgos que muestran un aumento
anual promedio por sitio del 1.7% y 9% en 2022 y 2023, respectivamente; siendo la incidencia mas baja de
0.7% en el sitio 1 durante el 2022 vy la incidencia mas alta de 25.19% en el sitio 3 durante el 2023. No
evaluamos la edad de los vifiedos, pero se ha encontrado que la incidencia relativa de GLRaVs podria diferir

entre regiones y bloques de vifiedos de diferente edad (Poojari et al., 2017).

Estudios epidemioldgicos como este son el primer paso hacia el desarrollo de practicas de manejo de virus,
como se ha demostrado en muchas otras regiones productoras de vid (Achala et al., 2022; Almeida et al.,

2013; Arnold et al., 2017; Cieniewicz et al., 2018; Cieniewicz, Pethybridge, et al., 2017; Cooper et al., 2018;
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Dalton et al., 2019; Fuchs et al., 2009; Jones et al., 2015; Jooste et al., 2015; Liu et al., 2013; Martelli, 2017;
Milkus y Goodman, 1999; Poojari et al., 2017; Rohrs et al., 2023). Algunas sugerencias de manejo incluyen
el control de PHV, el descortezar y garantizar la plantacidon de material vegetal certificado libre de virus,
prestando especial atencion a las areas de cultivos extensivos y alta presencia de PHV. Por lo que para Baja
California se puede sugerir, atencién prioritaria a localidades como El Porvenir, Francisco Zarco, San

Antonio de las Minas y Valle de San Vicente.

Este estudio se suma a investigaciones recientes sobre virus de la vid en México, incluido el primer reporte
de GRBV en el pais (Gasperin-Bulbarela et al., 2019), revisiones de virus presentes en el pais y sus
implicaciones (Beltran-Beache et al., 2021; Diaz-Lara, Aguilar-Molina, et al., 2023; Garcia-Resendiz y
Carrillo-Tripp, 2022), y analisis metagendmicos en Querétaro que comunican la presencia de virus no
reportados previamente en México (Diaz-Lara, Stevens, et al., 2023). Es importante sefialar que aun se

desconoce mucho y que el trabajo realizado hasta ahora no aborda el impacto de virus en la produccién.

2.5 Conclusion

La implementacion del diagndstico basado en sintomas para evaluar la ocurrencia de GLD y/o GRBD en
Baja California reveld que las plantas sintomaticas estuvieron presentes en el 92% de los sitios
monitoreados, con una asociacidn positiva con la presencia de PHV y variables meteoroldgicas como la
temperatura del suelo. Ademas, el andlisis de incidencia demostré un aumento de casos a lo largo del
tiempo, lo que también esta asociado al cultivar estudiado. El diagndstico molecular confirmé la utilidad

del monitoreo visual como herramienta para identificar plantas con GLD y/o GRBD.

La amplia distribucién de GLD y GRBD en Baja California exige mas investigaciones para mitigar el impacto
econdmico en el sector vitivinicola. La informacidon generada en este trabajo es una herramienta para
desarrollar y aplicar estrategias de manejo regional, principalmente para priorizar areas que requieren
especial atencién en funcidn de la presencia de factores que las hacen susceptibles a estas enfermedades.
Se recomienda continuar con la evaluacidn espaciotemporal de enfermedades virales, la busqueda y
manejo de vectores, la transferencia de tecnologias, y los esfuerzos colaborativos con el sector productivo.
Si no se toman medidas para reducir la propagacion de GLD y GRBD en el corto plazo, la situaciéon se
convertird en un desafio dificil de gestionar; los resultados aqui presentados sirven como base de

referencia para implementar acciones.
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Capitulo 3. Biogeografia del piojo harinoso de la vid y el

grapevine leafroll-associated virus 3

3.1 Resumen

En este capitulo se desarrolla el segundo objetivo especifico, que aborda la biogeografia del piojo harinoso
de la vid (Planococcus ficus, PHV) y el grapevine leafroll-associated virus 3 (Ampelovirus trivitis, GLRaV-3).
El PHV constituye un problema fitosanitario en diversas regiones viticolas alrededor del mundo, afectando
principalmente los cultivos de vid y actuando como vector de GLRaV-3, virus predominante del complejo
causal de GLD. En Meéxico, el PHV fue identificado por primera vez en Sonora en el afio 2000 y
posteriormente en Baja California en 2014. Determinar el origen de esta plaga invasora y del GLRaV-3,
podria contribuir a la optimizacion de su tratamiento y favorecer la implementacién de estrategias de
manejo agroecolégico de plagas. Para esclarecer el origen de las poblaciones invasoras del PHV en Baja

California, se muestrearon 16 sitios para PHV y 8 sitios para GLRaV-3.

Para PHV, las muestras se procesaron en 4 agrupados segln su cercania y/o de manera individual, y se
procedid a secuenciar el ADN gendmico correspondiente al espaciador de genes ribosomales nucleares
transcrito interno (its1) y al citocromo oxidasa ¢ uno mitocondrial (co1). Mientras que para el GLRaV-3, se
secuencio el material gendmico correspondiente a la proteina homdloga de choque térmico (hsp70h).
Posteriormente, se llevd a cabo una comparacién con secuencias de PHV registradas en la base de datos
del Centro Nacional para la Informacidn Biotecnoldgica (NCBI). Los andlisis filogenéticos de col e itsl
mediante el método de inferencia Bayesiana revelaron una estrecha concordancia con unas muestras

provenientes de Estados Unidos, Sonora, Egipto e Israel (perteneciente al clado de Medio Oriente).

En el caso del GLRaV-3, las filogenias de hsp70h, mostraron a las muestras de Baja California relacionadas
dentro del mismo clado con muestras de Estados Unidos, Nueva Zelanda, Alemania y Sudafrica. Estos
resultados teorizan sobre el origen de las poblaciones en cuestién. Para atender estos problemas
fitosanitarios es necesario realizar una mirada en retrospectiva para analizar lo que se ha hecho en otras
regiones del mundo con material genético compartido, haciendo uso de, por ejemplo, manejo integrado

de plagas y aplicacion de la agroecologia.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Sitio de estudio

Con la intencién de estudiar el origen geografico y la diferenciacién entre poblaciones del PHV y GLRaV-3
presente en Baja California, se visitaron 20 sitios (Figura 13). Las muestras colectadas se procesaron en
grupos y/o de manera individual, como se especifica en el mapa. Todos los mapas fueron generados en

QGIS 3.34. 0 (QGIS Development Team, 2018).
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Figura 13. Mapa de sitios de muestreo para filogeografia del PHV y GLRaV-3. Grupo= sitios cuyas muestras fueron
procesadas agrupadas para PHV. Estrella roja= sitios de estudio de PHV. Asterisco azul= sitios de estudio de GLRaV-
3. Cruz amarilla= sitios con muestras procesadas de manera individual y para analisis de haplotipos.
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3.2.2 Procesamiento de las muestras

Para el PHV se realizaron muestreos de manera dirigida, desde abril hasta septiembre de 2022. La toma
de muestra consistid en la recolecta de individuos directo de la planta. Se descortezaron las plantas y
posteriormente se tomaron los insectos con ayuda de un pincel o una aspiradora y se depositaron en un
tubo Falcon de 50 mL. Las muestras se transportaron al Laboratorio de Virologia Agricola y se limpiaron de
impurezas o se guardaron a 4 °C hasta su uso. Posteriormente, las muestras se resguardaron en alcohol
absoluto a 4°C. Se realizd la extraccion de ADN siguiendo el protocolo de Doyle y Doyle (1990), con
modificaciones, entre las que se incluyen la cantidad de tejido (menor en nuestro caso), uso de NaCl para
remover polisacaridos y PVP para remover polifenoles. Las muestras agrupadas (= “pools”) contaron con
insectos de tres o cuatro sitios por grupo. De los sitios en que se procesaron individualmente, se analizaron

cinco individuos de cada sitio.

Las muestras de plantas de vid para analisis de GLRaV-3 se seleccionaron a partir de las que se utilizaron
en los analisis moleculares del capitulo anterior. La cantidad de muestra por sitio se seleccioné conforme
a disponibilidad. De los sitios 12 y 5 se utilizaron cuatro muestras de cada sitio; del sitio 7, siete muestras;

y de los sitios 10, 11, 14, 15 y 18, una muestra de cada sitio.

Todos los propietarios de vifledos o sus representantes firmaron un formulario de consentimiento
informado para participar en el proyecto. Para garantizar la confidencialidad de los datos, no se revela la

identidad ni la ubicacién exacta de los vifiedos muestreados.

3.2.3 Analisis molecular y filogenético

Una vez realizada la extraccién de ADN de PHV en pool o de individuos, se realizé la amplificacién de los
genes, visualizacion en gel de agarosa al 1.5% y purificacién con el Zymoclean gel ADN recovery kit de
Zymo research siguiendo las instrucciones del fabricante. Para conocer la diversidad genética y las
relaciones filogeograficas se amplificé un fragmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad c
(col) con los cebadores: Pat 5'-TCCAATGCACTAATCCATATTA-3’ y Jerry 5'-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3’
(706 pb) (Simon et al., 1994), GK 5’-CAGGATTTGGTGCTATATCTC-3’ y GF 5’-TAGGAGAATTATTTAATCAT-3’
(Daane et al., 2018) y el espaciador de genes ribosomales nucleares transcrito interno 1 (its1) con los
cebadores: CAS18sF1 5'-TACACACCGCCCGTCGCTACTA-3" y 5p8sB2 5'-AACCTGCGGATTACACGACGA-3'

(497 pb) (Ji et al., 2003). Los productos de PCR de los genes de interés se enviaron a secuenciar a Eton
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Bioscience, Inc. San Diego, CA. Las secuencias se visualizaron en BioEdit 7.2 (Hall, 1999) para analizar la
variacion de nucledtidos, se editaron y alinearon en el programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes
Corporation, 1991). Se compardé el material genético de estas poblaciones con informacidn disponible en
la base de datos GenBank del NCBI y estudios previos (la informacién de las secuencias analizadas y los
numeros de acceso a GenBank estdn el material suplementario de Daane et al., 2018). Se utilizaron
muestras de otros ejemplares que eran morfoldgicamente distintos a P. ficus como grupos externos en los
analisis (Pseudococcus longispinus y Planococcus citri). Para la obtencién de los mejores modelos de
substitucion nucelotidica se utilizd PartitionFinder 2 (Lanfear et al., 2011), determinando utilizar los
modelos [TRN+I], [F81], [TRN] y [K81+I]. La elaboracion de los arboles filogenéticos se llevé a cabo en
MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2011) con dos corridas de cuatro cadenas Markovianas de 50,000,000
generaciones, con frecuencia de almacenamiento cada 5,000 generaciones y con almacenamiento de las
longitudes de las ramas. Por ultimo, los arboles se visualizaron en FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2006). Se
obtuvieron los arboles filogenéticos para col e itsl, y posteriormente se analizaron las secuencias

concatenadas uniendo las matrices alineadas de ambos marcadores en BioEdit 7.2 (Hall, 1999).

Posterior a la obtencidn de ARN de las plantas de vid, se amplificé el gen viral de la proteina homdloga de
choque térmico (hsp70h) con los cebadores LR3 5'-LC1F CGCTAGGGCTGTGGAAGTATT-3’ y LR3 5'-LC2R
GTTGTCCCGGGTACCAGATAT-3’ (546 pb) (Turturo et al., 2005), se visualizaron los productos en gel de
agarosa al 1.5% y se purificaron. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a Macrogen, Corea. Las
secuencias se visualizaron, editaron y alinearon en BioEdit 7.2. Se compard el material genético de estas
poblaciones con informacién disponible en GenBank y estudios previos (los nimeros de acceso a GenBank
de cada secuencia utilizada se encuentran en el Anexo O, Tabla 22). Para la obtencién de los mejores
modelos de sustitucidon nucleotidica se utilizé PartitionFinder 2 (Lanfear et al., 2011). La elaboracion de los
arboles filogenéticos se llevd a cabo en MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2011) con dos corridas de cuatro
cadenas Markovianas de 50,000,000 generaciones, con frecuencia de almacenamiento cada 5,000
generaciones y con almacenamiento de las longitudes de las ramas. Por Ultimo, los arboles se visualizaron

en FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2006).

Los datos genéticos se organizaron en haplotipos (conjunto de variaciones de una secuencia o
polimorfismos) muestreados en cada sitio (sitios 5, 7, 10 y 12) para its1 en el caso del PHV y hsp70h para
GLRaV-3 en plantas de vid. Se utilizd DnaSP v.6 (Rozas et al., 2017) para examinar los polimorfismos entre

y dentro de los sitios. La relacidon genealdgica y geografica entre los haplotipos, se analizé utilizando el
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algoritmo de unién de medias implementado en PopArt 1.7 (Bandelt et al., 1999). Todos los mapas fueron

generados en QGIS 3.34. 0 (QGIS Development Team, 2018).

3.3 Resultados

3.3.1 Amplificacion de genes del piojo harinoso de la vid y del virus GLRaV-3

Se utilizaron los cebadores de its1 y de col especificos para el PHV (Planococcus ficus). Las muestras de los
sitios visitados durante 2022 se agruparon en 4 pools. Se analizaron muestras de San Vicente, Sonora y de
otras especies de piojo encontradas tanto en vid, como en otras plantas. Las muestras agrupadas se
probaron con los distintos marcadores, en la Figura 14, se encuentran los productos de PCR de las muestras
que se utilizaron para filogeografia, mostrando como ejemplo la amplificacion del gen its1.
Posteriormente, se procesaron las muestras individualmente para its1, dando un total de 20 muestras. En
este caso la amplificacidon sdlo se realizé con dicho marcador. En la figura 15, se muestran los amplicones

en el gel de agarosa.

500 pb

100 pb

Figura 14. Productos de PCR del its1 en muestras de PHV que se utilizaron para posteriores analisis de filogeografia
(producto esperado 497 pb). Las fotografias de los geles fueron obtenidas en distintos ensayos y las imagenes fueron
reconstruidas para esta figura. NTC= control sin plantilla. pb= pares de bases.
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Figura 15. Amplicones de las muestras individuales de PHV con el marcador its1 (producto esperado 497 pb). NTC=
control sin plantilla. Pb= pares de bases. S= Sitio. M= Muestra

En la Figura 16, se muestran los amplicones en gel de agarosa de las muestras que se secuenciaron para

el andlisis de hsp70h.

.—ﬂ " r— (—" Marcador

S5:M1 S5:M2 S5:M3 S5:M4

S12:M1812:M2 S12:M3 S12:M4 NTC

Figura 16. Amplicones de las muestras de vid/GLRaV-3 con el marcador hsp70h (producto esperado 546 pb). Las
fotografias de los geles fueron obtenidas en distintos ensayos y las imagenes fueron reconstruidas para esta figura.
NTC= control sin plantilla. pb= pares de bases. S= Sitio. M= Muestra.
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3.3.2 Arboles filogenéticos

En los arboles filogenéticos del PHV se formaron dos clados principales: uno mediterrdneo y uno de Medio
Oriente (Figura 17). Sin embargo, el analisis del its1, agrupa a las muestras de Baja California con muestras

de EUA e Israel, mientras que uno de los pools se inserta en un clado con EUA, Portugal, Italia y Francia.

Turd_2
1 Pore=2
LC
Isr2_3
E3
Mex1_6
L1
s
L3
E5Ds
lex1_3
- L2
= Hext 1
= W
a

[

Leyenda

Clado con muestras de Baja California

Clado sin muestras de Baja California
Grupos externos

Sitio 5
Sitio 7

= Sitio 10

= Sitio 12

= Grupos

m— México=Sonora
EUA

m— |srael

Portugal / Italia / Turquia / Espafia /
Grecia

L— Tun4 1

TCTitri_1
—:: Usad-1
pc -

w003

Figura 17. Arboles Bayesianos consenso de its1 para poblaciones de PHV: Planococcus ficus (y grupos externos Pl.
citri, Ps. longispinus y Ps. viburni) de Baja California con soportes de ramas mostrados como probabilidades
posteriores (p>0.9) en los nodos. Las poblaciones de insectos se colectaron en Baja California y Sonora, México y se

agruparon por ciudad mds cercana y aislado analizado. Barra de escala, 0.003 sustituciones nucleotidicas por sitio en
ambos arboles.
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Por su parte las muestras de col (Figura 18), muestran una agrupacion mas clara con Sonoray EUA, y
Medio Oriente. Por lo que, los eventos de invasidon de P. ficus en América del Norte, incluyendo Baja
California, probablemente se originaron del grupo del Medio Oriente, ya que una secuencia de Israel esta

mas estrechamente relacionada con California y México (Sonora y Baja California).
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Figura 18. Arboles Bayesianos consenso de col para poblaciones de PHV: Planococcus ficus (y grupos externos PI.
citri, Ps. longispinus y Ps. viburni) de Baja California con soportes de ramas mostrados como probabilidades
posteriores (p>0.9) en los nodos. Las poblaciones de insectos se colectaron en Baja California y Sonora, México y se
agruparon por ciudad mas cercana y aislado analizado. Barra de escala, 0.003 sustituciones nucleotidicas por sitio en
ambos arboles.
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La Figura 19, muestra el arbol concatenado, que sustenta una mayor cercania de las muestras de Baja

California (tanto en individual como en pool), con muestras de EUA, Sonora, Egipto e Israel.
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Figura 19. Arbol Bayesiano consenso para poblaciones de PHV de Baja California con soportes de ramas mostrados
como probabilidades posteriores (p>0.9) en los nodos. Se utilizé el conjunto de datos its1 y de col; las poblaciones
de insectos se colectaron en Baja California y Sonora, México y se agruparon por ciudad/pais mas cercana/o. Las
ramas no mostradas en la leyenda representan secuencias de EUA, Israel, Tanez, Argentina, Espafia, Francia,
Sudafrica, Portugal, Egipto, Italia, Turquia y Grecia. Barra de escala, 0.005 sustituciones nucleotidicas por sitio.
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El arbol filogenético de GLRaV-3 mostrd dos clados principales sin regiones geograficas especificas (Figura
20). Las muestras de Baja California se agruparon con muestras de Estados Unidos (especificamente

California), Nueva Zelanda, Alemania y Sudafrica.
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Figura 20. Arbol Bayesiano consenso de hsp70h de GLRaV-3 de Baja California con soportes de ramas mostrados
como probabilidades posteriores (p>0.9) en los nodos. Las muestras se agruparon por ciudad/pais mas cercana/o.
Las ramas no mostradas en la leyenda representan secuencias de Australia, Austria, Brasil, Canada, EUA, Chile, China,
Croacia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Israel, Italia, Nueva Zelanda, Portugal, Sudafrica, Espafia, Tunez. Barra
de escala, 0.3 sustituciones nucleotidicas por sitio.
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3.3.3 Analisis de haplotipos

El gen its1 consistid en ocho haplotipos en 497 pb para los cuatro sitios evaluados (Tabla 10). Se procesaron
cinco muestras por sitio, para los sitios 5, 7, 10 y 12 del analisis de PHV (Figura 13). Se encontrd un 2.84 de
promedio de divergencias de nucleétidos en el sitio 5 (mas divergente) y el nimero promedio de
divergencias de nucledtidos por pares fue de 3.9 pb en todos haplotipos. La red its1 Neighbor-Joining
(Figura 21) muestra que los haplotipos 1-8, estan presentes en los sitios de la localidad Francisco Zarco
(sitios 5, 7y 12) y en el sitio 10 de la localidad de San Vicente Unicamente se encontré el haplotipo 6. Los
haplotipos mas divergentes fueron el 5 y 6 separado por cuatro y cinco mutaciones del resto,
respectivamente.

Tabla 10. Variacion de secuencias de its1 (497 pb) de las muestras de PHV en Baja California. Para cada filay columna,

se muestra el nimero promedio de diferencias por pares, dentro (elemento diagonal) y entre los cuatro sitios (debajo
de la diagonal).

its1 Sitio 12 | Sitio 5 Sitio 7 Sitio 10
Sitio 12 0.35

Sitio 5 2.16 2.84

Sitio 7 4.68 4.6 231

Sitio 10 5.8 4.6 1.6 0

? imsedre

@ Sitio 12
Ositio 5
O sitio 7
Ositio 10

Figura 21. Red Neighbor-joining de haplotipos para la regién its1 de poblaciones de PHV recolectadas en sitios de las
localidades Francisco Zarco (sitios 5, 7 y 12) y San Vicente (sitio 10). Cada circulo representa un haplotipo diferente y
los tamafios corresponden al nimero de muestras por sitios que comparten ese haplotipo. Los colores indican el sitio
de muestreo. La barra transversal en las lineas de conexidn representa una sustitucion. Hap= haplotipo.
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La distribucion geografica de los haplotipos its1 (Figura 22) muestra que el sitio con mayor cantidad de
haplotipos fue el sitio 5 (seis haplotipos: 1, 2, 3, 4, 5y 6), seguido por el sitio 7 (cinco haplotipos: 1, 2, 6, 7
y 8), después el sitio 12 (dos haplotipos: 1y 2) y finalmente el sitio 10 que solo tuvo 1 haplotipo (haplotipo
6). De los ocho haplotipos, el 3, 4 y 5 fueron exclusivos del sitio 5; mientras que los haplotipos 7 y 8 fueron

exclusivos del sitio 7.
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Figura 22. Distribucién geografica de los haplotipos its1 de muestras de PHV colectadas en Baja California, México.
Hap= haplotipo.
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Para el virus GLRaV-3, analizado mediante el gen hsp70h, se seleccionaron muestras de los sitios 5y 12
(cuatro muestras), sitio 7 (siete muestras) y sitio 10 (dos muestras). El marcador hsp70h tuvo mayor
diversidad que its1 para PHV, con catorce distintos haplotipos en los 546 pb de secuencia amplificada de
plantas de vid de los cuatro sitios evaluados (Tabla 11). Las divergencias del sitio 12 (el mas heterogéneo)
fueron de 10.9 y numero promedio de divergencias de nucledtidos por pares fue de 10.05 pb en todos los
haplotipos. La red hsp70h Neighbor-Joining (Figura 23) muestra que los haplotipos 1-2 y 4-13, estdn
presentes en los sitios de la localidad Francisco Zarco (sitios 5, 7 y 12) y los haplotipos 3 y 12, se
encontraron en el sitio 10 de la localidad de San Vicente. Los haplotipos 1-2, 4-8, 10 y 13, se separan de

los haplotipos 3,9, 11-12 y 14 por 10 sustituciones de bases.

La distribucién geografica de los haplotipos hsp70h (Figura 24) muestra que el sitio con mayor cantidad de
haplotipos fue el sitio 5 (seis haplotipos: 4, 5, 6, 7, 8 y 10), seguido por el sitio 12 (cinco haplotipos: 1, 2, 9,
10 y 11), después el sitio 7 (cuatro haplotipos: 3, 10, 13 y 14) y finalmente el sitio 10 que tuvo dos
haplotipos (3 y 12). De los catorce haplotipos, los haplotipos 1, 2, 9 y 11 fueron exclusivos del sitio 12; los
haplotipos 4, 5, 6, 7 y 8 del sitio 5, mientras que los haplotipos 13 y 14 fueron exclusivos del sitio 7; y el

haplotipo 12 fue exclusivo del sitio 10.

@sitio 12

@sitio 5

Hap_14 @sitio 7
- @sitio 10

Figura 23. Red Neighbor-joining de haplotipos para la regidon hsp70h (GLRaV-3) de muestras de vid recolectadas en
sitios de las localidades Francisco Zarco (sitios 5, 7 y 12) y San Vicente (sitio 10). Cada circulo representa un haplotipo
diferente y los tamafos corresponden al nimero de muestras por sitios que comparten ese haplotipo. Los colores
indican el sitio de muestreo. La barra transversal en las lineas de conexidn representa una sustitucion. Los puntos
negros simbolizan haplotipos hipotéticos no muestreados en el conjunto de datos. Hap= haplotipo.
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Tabla 11. Variacion de secuencias de GLRaV-3 (546 pb de la region del gen hsp70h) en muestras de vid en Baja
California. Para cada fila y columna, se muestra el nimero promedio de diferencias por pares, dentro (elemento
diagonal) y entre los cuatro sitios (debajo de la diagonal).
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Figura 24. Distribucion geografica de los haplotipos hsp70h de GLRaV-3 de muestras de vid colectadas en Baja
California, México. Hap= haplotipo.
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3.4 Discusion

El estudio de la diversidad genética de los organismos y su distribucion geografica se utiliza para dilucidar
el origen geogréfico de las especies y su relacidon con poblaciones de otras regiones para la toma de
decisiones de control. Para el estudio del origen de poblaciones invasoras de insectos plaga en la vid
(cochinillas y escamas) se ha utilizado el gen col, para distinguir entre poblaciones de Coccidae y
Pseudococcidae (Cavalieri et al., 2008; Zhao et al., 2014). Asimismo, el concatenado de los genes 285y col,
sirvié para el estudio de la diversidad genética de Coccidae, mostrando patrones de distribucién geografica
(Amouroux et al., 2017; Wang et al., 2015). Malausa et al. (2011), propusieron una serie de marcadores
de ADN para distinguir entre especies cripticas de Pseudococcidae: dos regiones del gen col, 285-D2, todo
el locus del its y la regidn rpS15-16s de Tremblaya princess. Especificamente en P. ficus (PHV), se han
utilizado el ADN gendmico de its1 y col, para determinar el origen de poblaciones presentes en América
del Norte (California y México), donde México estuvo representado por muestras del estado de Sonora

(Daane et al., 2018).

En este estudio, los marcadores revelaron variaciones genéticas intraespecificas, identificando un
conjunto de taxones estrechamente relacionados y establecieron relaciones filogenéticas entre los
taxones caracterizados. Las secuencias de its1 y col de PHV de Baja California formaron un clado exclusivo
y se encontraron cercanas a las secuencias de América del Norte y Medio Oriente. Las poblaciones
invasoras en América del Norte se alinearon con el grupo del Medio Oriente. Por lo que, los eventos de
invasion de P. ficus en América del Norte probablemente se originaron del grupo del Medio Oriente, ya
que un haplotipo de Israel esta mds estrechamente relacionado con los presentes en California y México
(separados por una sola sustitucién en la secuencia nucleotidica). Ademas, el haplotipo compartido por
California y México sugiere que hubo un Unico evento de invasidon en ambos sitios. Lo encontrado por este
trabajo se suma a la informacidn previa, ya que las muestras de Baja California procesadas tanto en grupos
como de manera individual resultaron mas cercanas a las muestras de Estados Unidos, Sonora (México),
Israel y Egipto. Por su parte, los analisis de haplotipos de its1 entre sitios muestreados en Baja California,
mostraron una diversidad media de 2.84 pb, que es mayor a la reportada por Daane et al., (2018) de 1.8
pb. En los sitios de Francisco Zarco se encontraron 2 haplotipos compartidos entre los tres sitios, mientras
que el sitio de San Vicente tuvo solo 1 haplotipo. Este hallazgo en San Vicente puede explicarse por una
colonizacion reciente de la region o por el asilamiento genético del sitio respecto a los sitios de Francisco

Zarco; también se debe considerar el tamafio reducido de muestras procesadas en estos analisis.
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Al analizar nuestros resultados con la literatura, la ruta tentativa del PHV fue: 1) Israel (primer reporte en
1924: Bodenheimer (1924)), 2) Coachella Valley en California (1994: Gill (1994)) y 3) la Costa de Hermosillo
Sonora (Fu-Castillo, 2005). La llegada a Baja California pudo ser de California o Hermosillo, sin embargo,
se requieren estudios mas detallados para diferenciar entre poblaciones. Lo anterior sugiere que la
introducciéon de material infectado de California a México fue la fuente probable de los eventos de
invasioén. Estas conjeturas se obtienen a partir del analisis concatenado de las secuencias de col e its1, ya
que, al analizar las secuencias por separado, se observaron algunas discordancias en el agrupamiento de

los grupos externos, probablemente por el pequefio tamafio de las secuencias o el manejo de los datos.

Los principales genes utilizados para evaluar la diversidad genética en las especies de GLRaVs son los que
codifican para la hsp70h, proteina de la capside (cp) y el duplicado 2 de la proteina de la capside (cpPd2).
En un estudio realizado por Elgia (2019), en Turquia, se realizé la secuenciacion de los genes de hsp70h, el
marco de lectura abierto 9 (p24), genes cp y cpd2, para conocer la variabilidad gendmica de GLRaV-1 a
GLRaV-9. La regién gendmica cpd2 mostré mayor divergencia, mientras que hsp70h exhibié la menor
divergencia genética. Sin embargo, los aislados no se correlacionaron con su regidn geografica. El mismo
comportamiento de falta de correlacién entre origen geografico y filogenia de aislados se ha observado
en estudios en Estados Unidos, con muestras de California, New York y Washington, con las regiones
gendmicas mencionadas (Alabi et al., 2011) y en aislados de Portugal con cp (Esteves et al.,, 2013).
Adicionalmente, en aislados de Toscani (Italia), con la regién cp tanto con GLRaV-1 como GLRaV-3, no se

observé correlacién entre la distribuciéon y el origen geografico (Sabella et al., 2018).

En los andlisis filogeograficos de aislados procedentes de New York, no se encontré relacidon entre la
variabilidad genética de los virus GLRaV-1,-2 y -3, y el origen geografico o genotipo de la planta (Fuchs et
al., 2009). Ademas, al analizar la diversidad genética de la region de 4.7-kb en 3’ terminal de GLRaV-3, no
se observd ninguna estructura geografica entre los aislados de Napa Valley, CA, encontrandose aislados
pertenecientes a diferentes clados filogenéticos en distintos vifiedos (Wang et al., 2011). Lo anterior
sugiere que el transporte y uso de material vegetal infectado, y el cambio rdpido del genoma viral ha sido
importante en la diseminaciéon de GLRaV-3. Alineaciones de nucleétidos del gen hsp70h en GLRaV-2 y
GLRaV-3, mostraron que los aislados de GLRaV-2 de British Columbia se agruparon en un linaje, indicando
una Unica variante de GLRaV-2; mientras que los aislados de GLRaV-3 se agruparon en varios linajes
(Poojari et al., 2017). También con hsp70h se encontrd heterogeneidad filogenética en aislados de GLRaV-
3 de vides mediterraneas (Hancevic et al.,, 2021). En nuestro caso, se encontraron dos clados

preponderantes y las muestras de Baja California se encontraron estrechamente relacionadas con
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secuencias de Estados Unidos, Nueva Zelanda, Alemania y Sudafrica. Los analisis de haplotipos de hsp70h
entre sitios muestreados en Baja California, mostraron una diversidad media de 10.05 pb. En los sitios de
Francisco Zarco se encontré un haplotipo compartido entre los tres sitios, mientras que el sitio de San
Vicente tuvo solo 1 haplotipo exclusivo. Sin embargo, para encontrar mas diferenciacién a nivel regional,

se sugiere la utilizacién de mas marcadores y de preferencia la secuenciacién del genoma completo.

3.5 Conclusion

Se llevaron a cabo analisis filogenéticos de PHV y GLRaV-3 integrando informacidon geogréfica. Las
poblaciones invasoras de PHV de Baja California se alinearon con las muestras de Estados Unidos, Sonora
y cercanamente con una muestra de Israel. Aunado a registros histéricos, se sugiere que Israel es el origen
de las poblaciones de PHV de Norteamérica. Para realizar un analisis de la diversidad genética, seria de
ayuda realizar la busqueda de marcadores especificos de la especie y de otras regiones gendmicas, para
hacer otro tipo de andlisis filogenético. Para combatir a la plaga en las zonas presentes, es necesario
realizar una mirada retrospectiva para analizar lo que se ha hecho en otras regiones del mundo, haciendo

uso de, por ejemplo, manejo integrado de plagas y aplicacién de la agroecologia.

Respecto a los aislados de GLRaV-3 bajacalifornianos, los estudiados en este trabajo se relacionaron con
variantes de Estados Unidos, Nueva Zelanda, Alemania y Sudafrica. Esto proporciona informacidn
relevante para mejorar los diagndsticos y la vigilancia epidemioldgica. Por ultimo, se recomienda la
secuenciacion del genoma completo del virus tomando en cuenta mas muestras y sitios para determinar

la diversidad genética de manera mas robusta.
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Capitulo 4. Discusion y conclusiones generales

4.1 Discusion general y trabajo futuro

Este trabajo abordd el estudio de GLD y GRBD, asi como de sus virus asociados y el vector de algunos
GLRaVs, desde un aspecto epidemioldgico y de filogeografia. El estudio epidemiolégico se basd en el
analisis por sintomas asociados a ambas enfermedades, mostrando ser muy efectivo (91% de sensibilidad).
El analisis de prevalencia reveld que el 92% de los sitios visitados presentd plantas con sintomas de GLD
y/o GRBD, con un promedio general de 20% de plantas sintomaticas por sitio; mientras que el PHV se
identificd en 74 de los 121 sitios. La prevalencia mostrd diferencias significativas entre localidades, siendo
mas afectadas Francisco Zarco, El Sauzal y Ejido Sdnchez Taboada, aunque no se observaron variaciones
asociadas al cultivar de vid. Por otro lado, se registrd una baja ocurrencia de plantas sintomdticas en zonas
como Real del Castillo, Ojos Negros, Tecate y Valle de las Palmas, caracterizadas por poca o nula presencia
de PHV y por una ubicacidn lejos de zonas con alta densidad de vifiedos. Ademas, los datos reflejan que la
incidencia de sintomas de GLD y/o GRBD ha incrementado entre 2021 y 2023, influenciada por el sitio y el

cultivar.

En este estudio, el diagndstico visual basado en la sintomatologia incluyd tanto a GLD como a GRBD
indistintamente, ya que ambas enfermedades comparten sintomas, particularmente el enrojecimiento de
las hojas. El seguimiento visual de los sintomas puede ser una herramienta valiosa para reducir costos,
pero esta técnica debe utilizarse sélo como primer método de deteccidn debido a su baja especificidad. La
vigilancia epidemiolégica como el caso de este estudio, destaca el monitoreo de sintomas como primer
paso. Por este motivo, se puso a disposicion de productores e interesados, el “Catalogo fotografico de
sintomas foliares asociados a GLRaVs y GRBV en vid”, que proporcionan ejemplos de imagenes de hojas
sintomaticas y el diagndstico molecular de las mismas (Anexo P, Figura 30). Si bien hemos encontrado que
el diagndstico por sintomas es efectivo como método preliminar, se sugiere: (1) Tener en cuenta que
pueden no presentarse sintomas en algunos cultivares y estar infectados; si se presentan sintomas, se
debera corroborar la infeccién por diagndstico molecular; y si no hay sintomas, pero se sospecha de la
presencia de GLRaVs y/o GRBV, se sugiere monitorear las plantas a través del tiempo. (2) Agudizar la
atencioén a la introduccién de material vegetativo certificado y que, al confirmar la presencia de virus, lo
ideal es la eliminacién de plantas infectadas. (3) No descuidar el monitoreo constante de vectores y

hormigas; en el caso de los GLRaVs, al PHV, y por parte de GRBV, al periquito tricornudo de la alfalfa.
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Una vez reconocidas las regiones de atencidn prioritarias, se sugiere aplicar medidas de contencién y
proteccidén contra enfermedades virales. Para ello, podemos tomar como ejemplo las medias de control
aplicadas en otras regiones del mundo. En Sudéfrica se implementa el suministro de material de plantacion
saludable, sometiendo todos los cultivares o clones de vid a terapia de calor y propagacion in vitro de la
punta de meristemos, llevando a cabo vigilancia epidemioldgica por diagndstico de virus en vifiedos cada
cinco anos; también se implementa la inspeccién visual de sintomas anualmente. Por su parte, Nueva
Zelanda intenta priorizar la investigacidn sobre GLRaV-3 y la divulgacion de la informacidn, ahi propusieron
identificar visualmente y mapear la presencia del GLRaV-3 en las vides de dos regiones, la eliminacién de
vides infectadas, practicas de higiene, manejo de vectores y el reemplazo eventual de las vides. Por ultimo,
en California, Estados Unidos, para controlar la propagacién de GLD, los productores de uva identifican las
vides sintomaticas, documentan los cambios anuales en la incidencia de la enfermedad en los bloques de
vifiedos y eliminan las vides enfermas. Adicionalmente para el control de PHV, los productores dependen
de una combinacion de tacticas que incluyen insecticidas, interrupcion del apareamiento, control bioldgico

y manejo de algunas especies de hormigas para minimizar las poblaciones (Almeida et al., 2013).

La filogeografia nos permitié predecir el origen del PHV en Baja California. Esta informacion, puede ayudar
a prevenir su movimiento a otras regiones vitivinicolas, donde actualmente no se encuentra, o ayudar en
la busqueda de enemigos naturales que evolucionaron con la plaga invasora, que serian los mas adecuados
para el control biolégico (Daane et al., 2018). En Baja California, es recomendable aplicar tratamientos
dirigidos, por ejemplo, control bioldgico, utilizados previamente en regiones con presencia de PHV. Al
respecto, encontramos que las poblaciones invasoras de PHV en Baja California mostraron afinidad
genética con muestras provenientes de Estados Unidos, Sonora y, de manera cercana, con una muestra
de Israel. Asimismo, uno de los ejemplos de enemigo natural mas importante para el PHV es la avispa
parasitoide Anagyrus pseudococci, utilizada en vifiedos de California infestados por el PHV, por lo que se

plantea como una alternativa al uso de pesticidas (Daane et al., 2008).

Respecto a los aislados de GLRaV-3, es conocido que los virus de ARN tienen una alta tasa de mutaciony,
como consecuencia, una amplia diversidad genética. En el caso de GLRaV-3, la diversidad genética global
no se comprende por completo, principalmente debido a la falta de datos geograficos de secuencias
reportadas. Para abordar esta brecha de informacion, se sugiere caracterizar variantes genéticamente
diversas de GLRaV-3 para expandir las bases de datos de secuencias (Diaz-Lara et al., 2018). La principal
utilidad de esta informacidn es la identificacién de variantes (de preferencia por regidn geografica) para

evitar su introduccidn y propagacion a otras zonas; asimismo, hacer publica la informacién obtenida en
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bases de datos internacionales. Aunque la principal herramienta es la prevencion, y los estudios centrados
en la erradicacidn de virus son pocos, una vez identificados los virus presentes en una region, la induccién
de embriogénesis somatica directa y recurrente a partir de cultivo de los filamentos de estambres, es un

método efectivo para la eliminacidn de GLRaV-3, GVA y GRSPaV (Bouamama-Gzara et al., 2017).

Por ultimo, se recomienda continuar con evaluaciones espaciotemporales de GLD y/o GRBD, monitoreo
de vectores y colaboracién con el sector productivo. La adopcién temprana de medidas para mitigar la
propagacion es esencial para evitar desafios mayores, utilizando estos hallazgos como base para la

planificacidn estratégica en el sector viticola.

4.2 Conclusion general

Este estudio abordd la comprensidn de las enfermedades del enrollamiento de la hoja de la vid (GLD) y la
mancha roja de la vid (GRBD), los virus asociados (GLRaVs y GRBV) y el papel del piojo harinoso de la vid
(PHV, Planococcus ficus) en Baja California, logrando evaluar la prevalencia e incidencia de GLD y GRBD,
ademas de explorar la filogeografia del GLRaV-3 y su vector (el PHV) en los principales valles viticolas de la
region. Se confirmo la efectividad del diagndstico basado en sintomas como herramienta preliminar para
detectar GLD y GRBD en Baja California, donde se encontraron plantas sintomaticas en el 92% de los 121
sitios monitoreados, asociadas con la presencia de PHV. Ademas, se encontrd un aumento en la incidencia
de estas enfermedades a lo largo del tiempo.

La amplia distribucion de GLD y GRBD subraya la urgencia de implementar estrategias de manejo regional
priorizando areas vulnerables. Los resultados filogenéticos sugieren que las poblaciones de PHV en Baja
California tienen origen en Israel, lo que ofrece un marco para disefiar medidas de control basadas en

experiencias internacionales, como el manejo integrado de plagas y la agroecologia.
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Anexos

Anexo A.

Tabla 12. Eficiencia de extracciones de ARN de peciolos de vid comparando dos tiempos en PowerLyzer.

5 ciclos 10 ciclos
Muestra [ng/uL] A260/280 [ng/uL] A260/280
1 354 2.00 46.5 2.03
2 69.7 1.49 74.5 1.83
3 36.5 1.98 51.5 1.85
4 27.7 1.70 39.8 191
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Tabla 13. Eficiencia de extracciones de ARN de peciolos de vid comparando perlas de ceramica o de vidrio en

Powerlyzer.

Ceramica Vidrio
Muestra [ng/uL] A260/280 [ng/uL] A260/280
1 571.6 1.26 293.2 1.18
1 388.5 1.29 272.1 1.22
2 615.4 1.16 446.1 1.00
2 567.2 1.18 345.0 1.11
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Tabla 14. Eficiencia de extracciones de ARN de peciolos de vid comparando cantidad de lavados de cloroformo.

3 lavados con cloroformo | 4 lavados con cloroformo
Muestra [ng/uL] A260/280 [ng/uL] A260/280
1 68.6 1.56 31.8 1.99
2 113.8 131 52.3 1.95
3 120.6 1.10 48.3 1.92
4 158.8 1.10 78.1 1.92
5 155.3 1.23 86.2 2.02
6 120.4 1.20 53.4 2.01
7 78.3 1.28 40.1 2.07
8 152.2 1.00 63.9 1,89
9 182.0 1.45 109.2 2.00
10 131.6 1.45 109.5 2.04
11 105.2 1.57 51.2 2.02
12 167.4 1.34 56.9 1.98
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Anexo D.
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Figura 25. Curvas de RT-PCR en tiempo real para el diagndstico de GLRaV-1, -2 y -4. Prueba de cebadores para GLRaVs
con la técnica RT-PCR en tiempo real. En todos los paneles la imagen de la izquierda corresponde a curvas de
amplificacién y la de la derecha las curvas de disociacion que muestra valores superiores a 79°C en muestras
aparentemente positivas a los virus probados. A: Analisis de cebadores hsp70h de Osman et al. (2007) para GLRaV-1
con muestras de campo del 2020 positivas por punto final. B: Analisis de los cebadores P19qt-P24qt de Beuve et al.
(2007) y 198 F + 290 R de Osman et al. (2007) para GLRaV-2 pools de muestras de muestras del 2020 positivas por
punto final. C: Analisis de cebadores hsp de Osman et al. (2007) para GLRaV-4, pools de muestras del 2019 sin
diagndstico previo. Las muestras diagnosticadas previamente por PCR punto final para GLRaV-1 y GLRaV-2 se
utilizaron los primers de Gambino y Gribaudo, (2006).
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Anexo E.
LR-2 LR-2 LR-1 LR-4
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(Beuve, 2006)  (Osman, 2007) (Osman, 2007) (Osman, 2007)
A A > =2 A
a2 Y R ol e | [ 8 N\

g o130 130 of6t+ o161+ Escalera NTC Neg Neg Vid+ Vid+

Figura 26. Confirmacion de amplificacidn especifica de los cebadores para GLRaV-1, -2 y -4 mediante electroforesis
en gel de agarosa. Muestras representativas (NTC, positivas y negativas) probadas por PCR en tiempo real. Para cada
juego de cebadores se indica el tamafio esperado en pares de bases (pb).
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Figura 27. Prueba de concentraciones de primers para GLRaV-1, -2 y -4. Prueba de distintas concentraciones de
cebadores para GLRaVs con la técnica RT-PCR en tiempo real. En todos los paneles la imagen de la izquierda
corresponde a curvas de amplificacidn y la de la derecha las curvas de disociacidn que muestra valores superiores a
79°C en muestras positivas a los virus probados. En todos los casos las muestras se probaron por duplicado y se
incluyé un NTC para cada concentracion. En las graficas solo se muestra uno de los duplicados y un ejemplo de NTC.
A: Andlisis de cebadores hsp70h de Osman et al. (2007) para GLRaV-1 con controles positivos. B: Andlisis de los
cebadores 198 F + 290 R de Osman et al. (2007) para GLRaV-2 con controles positivos. C: Andlisis de cebadores HSP
de Osman et al. (2007) para GLRaV-4 con controles positivos.
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Figura 28. Prueba de acidos nucleicos totales y ADN para la deteccidn de GRBV por PCR en tiempo real. A-B: Ejemplos
de muestras positivas a GRBV y controles (positivo y negativo). En todos los casos las muestras se probaron por
duplicado. A: Ejemplo 1. B: Ejemplo 2. Izquierda: curvas de amplificacién. Derecha: Curvas de fusion. Gris: muestra

problema. Rojo: control sin plantilla (control negativo). Azul celeste: control positivo (pldsmido). ANT: acidos
nucleicos totales. ADN: acido desoxirribonucleico.
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Tabla 15. Andlisis de Chi cuadrada para la asociacidn entre el diagndstico por sintomas y el diagndstico molecular.

tablaVisualvsMolecular <- table (correlacionSMolecular, correlacion$Visual)
print(tablaVisualvsMolecular)

Asymptomatic

Symptomatic

Negative

43

39

Positive

10

98

chi2_testcorrelacion <- chisq.test(tablaVisualvsMolecular)
Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction
data: tablaVisualvsMolecular

X-squared = 41.087, df = 1, p-value = 1.456e-10
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Tabla 16.
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Resultados estadisticos de la asociacion de la prevalencia con localidad, cultivar e infestacion por PHV.

Analysis of variance (ANOVA): Locality
modelo_anova3 <- aov(Sintomatica ~ Localidad, data = prevalencial)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Localidad 8 10119 1264.9 2,628 0.0112 *
Residuals 112 53918 4814

Signif. codes: 0 “*** 0,001 ** 0.01 ‘“*"0.05‘"0.1°"1
tukey_test3 <- TukeyHSD(modelo_anova3) | Tukey multiple comparisons of means | 95%
family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Sintomatica ~ Localidad, data = prevalencial)$SLocalidad

diff lwr upr p adj
FZ-EP 9.6723016 -10.20817165 29.552775 0.8345711
ON-EP -19.1246762 -44.09314572 5.843793 0.2820939
Otra-EP -1.1651290 -27.18340743 24.853149 1.0000000
PG-EP -16.7167514 -53.40503431 19.971532 0.8791648
SAM-EP 7.0824938 -11.42186154 25.586849 0.9525744
ST-EP 7.3695985 -25.87437173 40.613569 0.9986862
SV-EP -3.6727355 -27.74824565 20.402775 0.9999177
T-EP -19.6610333 -52.90500350 13.582937 0.6349450
ON-Fz -28.7969778 -55.91307867 -1.680877 0.0284807
Otra-FZ -10.8374306 -38.92317910 17.248318 0.9503171
PG-FZ -26.3890530 -64.57135988 11.793254 0.4217561
SAM-FZ -2.5898078 -23.90340963 18.723794 0.9999857
ST-FZ -2.3027031 -37.18851701 32.583111 0.9999999
SV-Fz -13.3450371 -39.64120879 12.951135 0.7999701
T-FZ -29.3333348 -64.21914879 5.552479 0.1746025
Otra-ON 17.9595472 -13.93089841 49.849993 0.6941302
PG-ON 2.4079248 -38.65397738 43.469827 1.0000000
SAM-ON 26.2071700 0.08321786 52.331122 0.0486217
ST-ON 26.4942748 -11.52165965 64.510209 0.4099987
SV-ON 15.4519407 -14.87428389 45.778165 0.7964403
T-ON -0.5363570 -38.55229142 37.479577 1.0000000
PG-Otra -15.5516224 -57.26020851 26.156964 0.9592419
SAM-Otra 8.2476228 -18.88146158 35.376707 0.9884864
ST-Otra 8.5347275 -30.17880513 47.248260 0.9987374
SV-Otra -2.5076065 -33.70386015 28.688647 0.9999994
T-Otra -18.4959042 -57.20943690 20.217628 0.8480170
SAM-PG 23.7992452 -13.68497162 61.283462 0.5408922
ST-PG 24.0863499 -22.47347076 70.646171 0.7826458
SV-PG 13.0440159 -27.48110636 53.569138 0.9833835
T-PG -2.9442818 -49.50410254 43.615539 0.9999999
ST-SAM 0.2871047 -33.83324061 34.407450 1.0000000
SV-SAM -10.7552293 -36.02708315 14.516625 0.9148325
T-SAM -26.7435270 -60.86387239 7.376818 0.2533376
SV-ST -11.0423341 -48.47783842 26.393170 0.9905523
T-ST -27.0306318 -70.92765169 16.866388 0.5824431
T-SV -15.9882977 -53.42380209 21.447207 0.9132276
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Continuacion Tabla 16. Resultados estadisticos de la asociacién de la prevalencia con localidad, cultivar e infestacion

por PHV.

ANOVA: Cultivar
modelo_anova4 <- aov(Sintomatica ~ Cultivar, data = prevalencial)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Variedad 6 2059  343.1 0.631 0.705
Residuals 114 61979 543.7
tukey_test4 <- TukeyHSD(modelo_anova4) | Tukey multiple comparisons of mean | 95%
family-wise confidence level | Fit: aov(formula = Sintomatica ~ Cultivar, data =

prevalencial)SVariedad

diff lwr upr p adj
Desconocida-Cabernet sauvignon | -6.4306973 -38.019340 25.15795 | 0.9963515
Grenache-Cabernet sauvignon -3.1682399 | -34.756883 | 28.42040 | 0.9999371
Merlot-Cabernet sauvignon 4.0718518 -18.466837 26.61054 | 0.9981224
Nebbiolo-Cabernet sauvignon 3.6695576 -19.957408 | 27.29652 | 0.9992025
Otra-Cabernet sauvignon -2.2789474 | -20.097345 15.53945 | 0.9997394
Tempranillo-Cabernet sauvignon | 8.3599407 -12.937118 | 29.65700 | 0.9009351
Grenache-Desconocida 3.2624574 -37.145870 | 43.67079 | 0.9999825
Merlot-Desconocida 10.5025491 | -23.305483 | 44.31058 | 0.9665056
Nebbiolo-Desconocida 10.1002549 | -24.442821 | 44.64333 | 0.9752046
Otra-Desconocida 4.1517499 -26.710620 | 35.01412 | 0.9996508
Tempranillo-Desconocida 14.7906379 | -18.202623 | 47.78390 | 0.8288035
Merlot-Grenache 7.2400916 -26.567941 | 41.04812 | 0.9951830
Nebbiolo-Grenache 6.8377975 -27.705278 | 41.38087 | 0.9968747
Otra-Grenache 0.8892925 -29.973078 | 31.75166 | 1.0000000
Tempranillo-Grenache 11.5281805 | -21.465081 | 44.52144 | 0.9412563
Nebbiolo-Merlot -0.4022942 | -26.923497 | 26.11891 | 1.0000000
Otra-Merlot -6.3507992 | -27.859774 | 15.15818 | 0.9739615
Tempranillo-Merlot 4.2880889 -20.180369 | 28.75655 | 0.9984175
Otra-Nebbiolo -5.9485050 | -28.595293 | 16.69828 | 0.9856722
Tempranillo-Nebbiolo 4.6903830 -20.784044 | 30.16481 | 0.9979117
Tempranillo-Otra 10.6388880 | -9.565276 30.84305 | 0.6948961

ANOVA: Vine mealybug infestation

modelo_anoval <- aov(Sintomatica ~ Infestacion, data = prevalencial) |

summary(modelo_anoval):

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Infestacion 1 6084 6084 12.49 0.000583 ***
Residuals 119 57953 487

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “**" 0.01 “*'0.05‘"0.1°"1
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Figura 29. Diagramas de dispersion y matriz de dispersion de variables meteoroldgicas para prevalencia. Precip =
Precipitacién (mm). Radsolar = Radiacién Solar (Cal/cm2). Tmed = Temperatura Ambiental promedio (°C). Hmed =
Humedad relativa promedio (%). TmedS = Temperatura promedio del suelo (°C). UCA = Unidades de calor
acumuladas.
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Tabla 17. Regresion multiple de variables meteoroldgicas para prevalencia.

Im(formula = Sintomatica ~ Precip + Radsolar + Hmed + Tmed + TmedS + UCA, data = datos)

Residuals:

Min 1Q Median Max

-27.498 -16.056 -2.968 72.702
Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])*

(Intercept) | 491.14044 461.77558 1.064 0.289762
Precip -4.10088 14.85111 -0.276 0.782946
Radsolar -0.56932 0.51336 -1.109 0.269758
Hmed -1.46808 1.65135 -0.889 0.375867
Tmed -145.74348 38.38606 -3.797 0.000237 ***
TmedS 82.13797 22.21895 3.697 0.000337 ***
UCA 0.20886 0.05523 3.781 0.000250 ***

84

*Signif. codes: 0 “*** 0.001 **’ 0.01 “*’0.05‘”0.1°"1 | Residual standard error: 21.97 on 114 degrees

of freedom | Multiple R-squared: 0.141, Adjusted R-squared: 0.09575
Sintomatica = Symptomatic plants to GLD and/or GRBD | Precip =

114 DF, p-value:

0.007257

F-statistic: 3.118 on 6 and

Precipitacidn | Radsolar = Radiacion Solar | Hmed = Humedad promedio | Tmed = Temperatura promedio
| TmedS = Temperatura promedio del suelo | UCA = Unidades de calor acumuladas
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Tabla 18. Modelo lineal general para incidencia.

Deviance Residuals:

glm(formula = Clave ~ An02022 + Ano2023 + CultivarN + CultivarM + Sitio2 +
Sitio3 + Sitio4 + Sitio5 + PHVNo, family = binomial, data = data)

Min 1Q Median 3Q Max
-2.4939 -0.8334 0.3021 0.5157 2.2132
Coefficients: (1 not defined because of singularities)

Estimate Std. Error zvalue Pr(>|z|)*
(Intercept 2.37086 0.05074 | 46.729 < 2e-16 ***
Ano2022 0.10489 0.03463 3.029 0.00246 **
Ano2023 0.69317 0.03464 | 20.008 < 2e-16 ***
VariedadN 0.57755 0.10061 | 5.741 9.44e-09 ***
VariedadM -0.91645 0.0799 -11.573 < 2e-16 ***
Sitio2 -0.42036 0.06285 -6.689 2.25e-11 ***
Sitio -2.84520 0.0536 -53.023 < 2e-16 ***
Sitio4 -3.93237 0.11488 | -34.230 < 2e-16 ***
Sitio5 -3.8130 0.05883 -64.813 < 2e-16 ***
PHVNo NA NA NA NA

85

*Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “*' 0.05 ‘" 0.1 ‘’ 1 (Dispersion parameter for binomial family taken
to be 1) | Null deviance: 45376 on 33149 degrees of freedom | Residual deviance:31145 on 33141 degrees
of freedom | AIC:31163 | Number of Fisher Scoring iterations: 5 | Clave= classification as 0 (asymptomatic
to GLD and/or GRBD) or 1 (symptomatic to GLD and/or GRBD) | Ano02022 = year 2022 | Ano2023 = year
2023 | CultivarN = cv. Nebbiolo | CultivarM = cv. Merlot | Sitio2 = Site 2 | Sitio3 = Site 3 | Sitio4 =Site 4
| Sitio5 = Site 5 | PHVNo = without presence of vine mealybug
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Tabla 19. Modelo de regresidn lineal de incidencia de GLD y/o GRDB y PHV.

modelo _manova <- manova(cbind(mealybug, incidence) ~ site + year, data)

Df Pillai approx F | num Df den Df | Pr(>F)
Site 4 0.765 2.97 8 24 0.019 *
Year 2 0.423 1.45
Linear regression
Call: Im(formula = DataSIncidence ~ DataSmealybug)
Residuals:

1 2 3 4 5

11.930 1.109 -15.339 1.244 1.056
Coefficients*:

Estimate | Std. t value Pr(>|t])

Error

(Intercept) 20.5438 |8.3028 |2.474 0.0897.
DataSmealybug 2.5757 0.4807 5.359 0.0127 *

86

*Signif. codes: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 “* 0.05 ‘.’ 0.1 *’ 1. Residual standard error: 11.28 on 3 degrees of
freedom. Multiple R-squared: 0.9054, Adjusted R-squared: 0.8739. F-statistic: 28.72 on 1 and 3 DF, p-

value: 0.01272
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Anexo N.

Tabla 20. Resumen de muestras probadas para GLRaVs y GRBV por RT-PCR punto final y por RT-PCR en tiempo real.

Muestra RT-PCR RT-PCR en tiempo real (GLRaV-3) Sintomas
punto final a GLD
(al menos Diagnéstico Ct Tm
un GLRaV)

Muestra 1 Negativa Positiva 29.92 83.50

Muestra 2 Negativa Positiva 31.57 83.50

Muestra 3 Negativa Negativa N/A Ninguna

Muestra 4 Negativa Positiva 31.57 83.50

Muestra 5 Negativa Positiva 32.67 83.50

Muestra 6 Negativa Positiva 31.88 83.50

Muestra 7 Negativa Positiva 32.69 83.50

Muestra 8 Negativa Negativa N/A Ninguna

Muestra 9 Negativa Positiva 35.09 83.50

Muestra 10 Negativa Positiva 33.40 83.00

Muestra 11 Negativa Positiva 31.18 83.50

Muestra 12 Negativa Negativa N/A Ninguna

(control

negativo

campo

GLRaV-3)

Muestra 13 Positiva Positiva 20.97 83.50

NTC GLRaV-  Negativa Negativa N/A Ninguna

3

Plasmido Positiva Positiva 19.63 83.50

MSSq2

(control

positivo

GLRaV-3)

NTC GRBV NA NA NA NA

Control NA NA NA NA

negativo

GRBV

campo

Control NA NA NA NA

positivo

GRBV

campo

Plasmido NA NA NA NA

LVRG-3A

(control

positivo

GRBV)
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Tabla 21. Resumen de grupos 2021 probados para GLRaVs y GRBV por RT-PCR en tiempo real.

88

Sitio Pool GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaVv-3 GLRaVv-4 GRBV
1 1 - + + - -
2 - + + - -
3 - + + - -
4 - + + - -
2 17 - + + - -
18 - + + - -
19 - + + - -
20 - + + - -
3 5 - + + - -
6 - + + - -
7 - + + - -
8 - - + - -
4 9 - + + - -
10 - + + - -
11 - - + - +
12 - - - - -
5 13 - + + - +
14 - + - - -
15 - + - - +
16 - + - - +
Total 0/20 17/20 16/20 0/20 4/20
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Tabla 22. Listado del numero de acceso a GenBank y pais de origen de las secuencias incluidas en el andlisis de

GLRaV-3.

Aislado GLRaV-3 Numero de acceso a GenBank | Nombre Pais
GLRaV3m-139 IX266782 Austl Australia
NA AJ748510 Aust2 Austria
NA AJ748511 Aust3 Austria
NA AJ748512 Aust4 Austria
NA AJ748513 Aust5 Austria
GLRaV3-ISAB-BR KX701860 Brazl Brasil
GLRaV3-TC-BR KX756668 Braz2 Brasil
GLRaV3-TRAJ-BR KX756669 Braz3 Brasil
GLRaV3-3138-07 JX559645 Canal Canadid
GLRaV3-8415A KY073323 Cana2 Canada
GLRaV3-8415B KY073324 Cana3 Canadid
GLRaV3-vdI MK032068 Cana4 Canada
GLRaV3-Kat255 MH521108 Cana5 Canadid
GLRaV3-Kat255b MH521109 Canb Canada
GLRaV3-Cl-766 EU344893 Chill Chile
GLRaV3-LN JQ423939 Chinl China
NA AJ748514 Chin2 China
GLRaV3-VB-108 MF991951 Croal Croacia
GLRaV3-Gor259 MH521104 Franl Francia
GLRaV3-Gre233 MH521105 Germl Alemania
GLRaV3-Rod96 KY707825 Greel Grecia
GLRaV3-Kis24 MH521110 Hungl Hungria
GLRaV3-Kis252 MH521111 Hung?2 Hungria
GLRaV3-LN3204 MH521112 Hung3 Hungria
GLRaV3-ISR KJ174518 Isral Israel
NA AJ748524 Isra2 Israel
GLRaV3-NdA121 KY707826 Itall Italia
NA AJ748518 Ital2 Italia
NA AJ748519 Ital3 Italia
NA AJ748520 Itald Italia
NA AJ748521 Ital5 Italia
GLRaV3-Nz-1 JX220900 NewZ1 Nueva Zelanda
GLRaV3-Nz2 J1X220899 NewZ2 Nueva Zelanda
GLRaV3-Tou260 MH521119 Portl Portugal
GLRaV3-621 GQ352631 SoutAl Sudafrica
GLRaV3-623 GQ352632 SoutA2 Sudafrica
GLRaV3-GH11 JQ655295 SoutA3 Sudafrica
GLRaV3-GH24 KMO058745 SoutA4 Sudafrica
GLRaV3-GH30 JQ655296 SoutA5 Sudafrica

89



GLRaV3-GP18 EU259806 SoutA6 Sudafrica
GLRaV3-PL-20 GQ352633 SoutA7 Sudafrica
GLRaV3-AU173 MH521088 Spail Espafia
GLRaV3-BHA172 MH521089 Spai2 Espafia
NA AJ748515 Syril Espafia
NA AJ748516 Syri2 Espana
NA AJ748517 Syri3 Espafia
NA AJ748522 Tunil Tlnez
GLRaV3-I-LR101 KY886362 USA1 EUA
GLRaV3-WA-MR GU983863 USA2 EUA
GLRaV3-Pro95 KY707824 USA3 EUA
GLRaV3-Trc138 KY764333 USA4 EUA
GLRaV3-Trc139 KY764332 USA5 EUA
GLRaV3-Bla223 MH521090 USA6 EUA
GLRaV3-Cab248 MH521091 USA7 EUA
GLRaV3-Chal03 MH521092 USAS8 EUA
GLRaV3-Chal06 MH521093 USA9 EUA
GLRaV3-Chal37 MH521094 USA10 EUA
GLRaV3-Chal38 MH521095 USA11 EUA
GLRaV3-Chal38b MH521096 USA12 EUA
GLRaV3-Chal41l MH521097 USA13 EUA
GLRaV3-Cha246 MH521098 USA14 EUA
GLRaV3-Cha246b MH521099 USA15 EUA
GLRaV3-Cha247 MH521100 USA16 EUA
GLRaV3-245 MH521103 USA17 EUA
GLRaV3-Ita218 MH521106 USA18 EUA
GLRaV3-Ita219 MH521107 USA19 EUA
GLRaV3-Mar239 MH521114 USA21 USA
GLRaV3-Mer240 MH521115 USA22 EUA
GLRaV3-Pin244 MH521116 USA23 EUA
GLRaV3-Pin244b MH521117 USA24 EUA
GLRaV3-Pin249 MH521118 USA25 EUA
NA AJ748523 USA26 EUA
GLRaV3-ID45 MH796136 USAI1 EUA: Idaho
GLRaV3-1D46 MH796135 USAI2 EUA: Idaho
GLRaV3-CA7246 JQ796828 USACA1 EUA: California
GLRaV3-NY1 AF037268 USANY1 | EUA: Nueva York
GLRaV3-Dk256 MH521101 USA27 EUA
GLRaV3-185 MH521102 USA28 EUA

90
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Anexo P.

Catalogo fotografico de
sintomas foliares
asociados a los virus

GLRaVs y GRBYV en vid
(Version extendida)

Elaborado por: Karen Garcia Reséndiz,
Carolina Lazcano Garcia y Jimena
Carrillo Tripp
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Figura 30. Catalogo fotografico de sintomas foliares asociados a los virus GLRaVs y GRBV en vid y QR de acceso.
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Figura 31. Captura de pantalla del articulo de revisidon: Grapevine virus in Mexico: studies and reports

Grapevine viruses in Mexico: studies and reports
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ABSTRACT

Objecﬁve: To contribute to the knm'ledge of the diversity of viruses and the viral diseases reported in
grapevines in Mexico, in order to benefit producers and develop comprehensive viral disease control strategies.
Designfmethodology/approach: The literature search was conducted in databases such as Scopus, Google
Scholar, and EBSCO host, using the following keywords alone or in combination: “virus”, “plant”, “grapevine”,
and “Mexico”. In addition, the INIFAP database was consulted, alongside undergraduate and postgraduate
dissertation theses.

Results: Only one academic file was found published in an indexed international journal, using the
publication finder software; the report corresponds to a grapevine virus present in Mexico. However,
based on all the consulted sources, several viral diseases associated with nine grapevine viruses have been
reported in Mexico. These species have been grouped into seven genera and six families. The reports come
from Aguascalientes (36%) and Baja California (44%). Three registered viral species are associated with the
leafroll complex, three with rugose wood, one with fleck, one with infectious degeneration, and one with
red blotch disease.

Findingsfconclusions: Several grapevine viruses associated with major diseases have been reported in Mexico.
Unfortunately, most of the reports lack detail and follow-up, and they are not readily available for international
researchers; therefore, the lack of knowledge about this subject in Mexico is significant. Monitoring the
epidemiology of viral diseases in the grapevine —a national and international relevant crop— is necessary.

Keywords: grapevine, viral diseases knowledge, agriculture.

INTRODUCTION

The grapevine is a plant that belongs to the Vitis genera (Family: Vitaceae), which
includes sixty native species from temperate regions in the northern hemisphere and
some tropical regions. Twenty-five species can be found in North America alone.
The most economically important species is V. sinifera, because its fruits are used to
produce wine (about 68% of the production) and juices, as well as table grapes and
raisins (Vaughan et al., 2009). Grapevines are grown on more than 7,450,000 hectares
around the world, which makes them the most economically important fruit-crop

doi: https://doi.org/10.32854/agrop.v15i4.2109
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23 Short version of title

Grapevine leafroll and red blotch in BC, Mexico

26  Abstract

27 Background and goals. In Baja California, Mexico, the occurrence of grapevine leafroll (GLD) and red
28 blotch (GRBD) diseases and the presence of the vine mealvbug (vector of some grapevine leafroll-

20 associated viruses), have been recognized. In this work, an epidemiological study was conducted to

30 determine the prevalence and incidence of symptomatic plants associated with both diseases.

31  Methods and key findings. Randomly selected vineyards were surveyed to determine GLD and GEBD
32 prevalence based on symptom evaluation in quadrats of 1,000 grapevines. Results showed that 92% of
33 the sites had symptomatic plants, with an average prevalence of 20% (minimum = 0 and maximum =

34 092%). The main variables positively associated with disease prevalence were the percentage of vine

35 mealybug-infested plants per site, soil temperature, and accumulated heat units; and negatively

36  associated with ambient temperature. Disease incidence determined during three growing seasons (2021-
37 2023)in guadrats of 2,500 grapevines in five vineyards revealed an average increase of 1.7% and 9% in
38 2022 and 2023, respectively. One site with absence of vine mealybug showed the lowest percentage of
3% symptomatic plants. ‘Cabernet Sauvignon™ and “Nebbiolo’ showed more symptomatic plants than

40 ‘Merlot’. Virus infection in 137 symptomatic and 53 asymptomatic grapevines was tested by real-time
41  PCR for grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1), GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, and

42 grapevine red blotch virus (GRBV). The diagnosis based on svmptoms had a sensitivity of 90% and a
43 specificity of 32% with respect to real-time PCE results.

44 Conclusions and significance. The presence and widespread distribution of GLD and GRBD

45 underscore the need to implement regional management programs in Baja California vineyards.

47 Key words: Grapevine leafroll disease, grapevine red blotch disease, grapevine leafroll-associated
48 wviruses, grapevine red blotch virus, visual diagnosis, vine mealvbug

Figura 32. Articulo de reporte de investigacion: Epidemiological Surveillance of Grapevine Leafroll and Red Blotch
Diseases in Baja California, Mexico. Al momento de la publicacién de la tesis, el articulo estaba aceptado y en
proceso de publicacion en la American Journal of Enology and Viticulture.
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10 Analytical sensitivity of molecular techniques used for the detection of

i; grapevine leafroll virus 3 (GLRaV-3), a comparative evaluation
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24
25
26
27
28
29
30
31 ABSTRACT

32

33 Grapevine leafroll disease (GLD) 1s one of the significant viral grapevine diseases, causing
34

35 a substaniial economic impact on this crop. GLD impairs the vines' general growth and vigor
36

37 and decreases the bernes' quality, with estimated global yield reductions of around 50%.
38

39 GLD is cansed by one or more grapevine leafroll-associated viruses (GLRaVs), GLRaV-3

40

41 being the most destructive and globally widespread. Sensitive and accurate diagnostics of
42
43
44
45
46
47
48 sensitivity of loop-mediated amplification (LAMP), end-point PCR (epPCR), real-time
49

50 quantitative PCR (qPCR). and digital PCR (dPCR) techniques for diagnosing GLRaV-3. The
51

52 most sensttive techniques were dPCR and LAMP. These two methodologies require extreme
53
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GLRaV-3 are needed to prevent the introduction of infected vines to new vineyards and
replace the infected ones. To that end. the effectiveness of different diagnostic techniques for

the molecular detection of GLRaV-3 should be evaluated. This work compared the analytical

Figura 33. Articulo: Analytical sensitivity of molecular techniques used for the detection of grapevine leafroll virus 3
(GLRaV-3), a comparative evaluation. Al momento de la publicacidn de la tesis, el articulo estaba sometido y en
proceso de revision en la Archives of Phytopathology and Plant Protection.



Anexo T.

Article

Deep Learning-Based System for Early Symptoms Recognition of
Grapevine Red Blotch and Leafroll Diseases and its
Implementation on Edge Computing Devices

Carolina Lazcano-Garcia'(?, Karen Guadalupe Garcia-Resendiz?(, Jimena l::'arrilll}—Tripp2  Everardo
Inzunza-Gonzalez' (7, Enrique Efrén Garcia-Guerrero' ), David GEl"|.raJ:11Jeal-—"brasiu:lue:z1 » Jorge Galarza-Falfan'(,
Cesar Alberto Lopez-Mercado! ), and Oscar Adrian Aguirre-Castro'®

Citatione Lazcano Carcia,
Garda-Resendiz, K G Carrillo-Trpp,
I Iz anaa-Giomezalbes, E;
Gards-Guenero, EE;
CervaniesNasques, [ ;

Galarza Falfan, |; Lopes Mercado T
A Agume-Castro, (LA Deep
Leaming-Based Sysiem for Early
Symptoms Becognition of Grapevine
Rod Blobch and Leafroll Discascs and
its [nplenne rdation an Edge
Computing Devices AgriEngnsring
M35, 1, 1-25. hifpss/ / doi orgy!

' Facultsd de Ingenieria A rquitectura y Disefio, Universidad Auténoma de Baga California,
Carrt Tijuana-Eresenada Mo, 3917, Ensenada 22860, Baja California,

*  Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California (CICESE),
Departamento de Microbiologia, Baja California 225860, Mexico.

* Correspondence: oscar aguirme@uabe edum;

1 These authors contributed equally to this work.

Abstract: In recent years, the agriculture sector has undergone a significant digital transformation,
integrating artificial intelligence (Al) echnologies to hamess and analyze the growing volume of data
from diverse sources. Machine learning (ML), a powerful branch of Al has emerged as an essential
tool for developing knowledge-based agricultural systems. Grapevine red blotch disease (GRED)
and grapevine leafroll disease (GLIDY) ame viral infections that severely impact grapevine productivity
and longevity, leading to considerable economic losses worldwide. Conventional diagnostic methods
for these diseases are costly and time-consuming. To address this, ML-based technologies have been
increasingly adopted by researchers for early detection by analyzing foliar symptoms linked to viral
infections. This study focuses on detecting GRBD and GLD symptoms using Convolutional Meural
Metworks (CNNs) in computer vision. YOLOw5S outperformed other deep keaming (DL} models
tested, such as YOLOw3, YOLOWE, and ResMNet-50, achieving 95.36% Precision, 95.77 % Recall, and
an Fl-5core of 95.56%. These metrics underscome the mode’s effectiveness in accurately classifying
grapevine leaves with and without GRBIDY and/ or GLD symptoms. Furthermore, benchmarking
was performed with two edge computer devies, with Jetson NA NO obtaining the best cost-benefit
pertormance. The findings support YOLOWS as a reliable tool for early diagnosis, offering potential
economic benefits for lange-scale agricultural monitoring,

Keywords: grapevine; red blotch disease; leafroll disease; preventive diagnosis; artificial intelligence;
compuer vision; CMN; deep leaming; ResNet; YOLO

L Introduction
In mecent years, the agricultural sector has undergone a significant digital transforma-
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Figura 34. Articulo: Deep Learning-Based System for Early Symptoms Recognition of Grapevine Red Blotch and
Leafroll Diseases and its Implementation on Edge Computiong Devices. Al momento de la publicacion de la tesis, el
articulo estaba sometido y en proceso de revisidn en la revista AgriEngineering.
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M Mendeley Data Find Research Data My Data @] @

Grapevine Virus and Symptom Database (GVS-DB)

Published: 28 January 2025 | Version 1 | Reserved DOI: 10.17632/wkbd3wsjpj.1
Contributors: Karen Garcfa, Jimena Carrillo Tripp

Draft version

Version 1 (Draft)

Embargo date: 31 March 2025 (62 days)
Published: Draft
m Embargo: 31 March 2025, 12:00 AM UTC Reserved DOI: 10.17632/wkbd3wsjpj.1

This dataset will be made public in 62 days

Cite this dataset

This is a preview of the embargoed dataset. Garcfa, Karen; Carrillo Tripp, Jimena

As you are the owner, you can preview the dataset as it would appear after the embargo has lifted. (2025), “Grapevine Virus and Symptom
. Database (GVS-DB)", Mendeley Data, V1,
doiz 10.17632/wkbd3wsjpj.1
*DOI i d b i
What does under embargo mean? 5 resenvedbut notactve
When publishing a dataset, a user may choose to defer the date at which the data becomes available (for example, so that it is available at the 0 Copy to clipboard
same time as an associated article). This means that the description and files of that dataset are not publicly available until the embargo date is
reached. hile, some other i ion about the dataset - such as the contributors, title, citation and associated articles become available

immediately, prior to the embargo.

D|g|t(]| Commoﬂs Home | About | Accessibility Statement | Archive Policy | File Formats | APIDocs | OAl | Mission

Data Termsof Use | Privacy Policy | -

All content on this site: Copyright © 2025 Elsevier inc, its licensors, and contributors. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training and similar technologies. For
all open access content, the Creative Commons licensing terms apply.

Figura 35. Base de datos: Grapevine Virus and Symptom Database. doi: https://doi.org/10.17632/wkbd3wsjpj.1
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Anexo V.
Tabla 23. Lista de abreviaturas.
ADN Acido desoxirribonucleico
ANOVA [Andlisis de varianza, por sus siglas en inglés
ANT Acidos nucleicos totales
CL Nivel de confianza, por sus siglas en inglés
col Citocromo oxidasa ¢ uno mitocondrial
CP Proteina de la capside, por sus siglas en inglés
CV. Cultivar
gl Grados de libertad
GLD Enfermedad del enrollamiento de la hoja de la vid, por sus siglas en inglés
GLM Modelo lineal leneralizado, por sus siglas en inglés
GLRaV-1 |Grapevine leafroll-associated virus 1
GLRaV-2 |Grapevine leafroll-associated virus 2
GLRaV-3 |Grapevine leafroll-associated virus 3
GLRaV-4 |Grapevine leafroll-associated virus 4
GLRaVs |Virus asociados al enrollamiento de la hoja de la vid, por sus siglas en inglés
GRBD |Enfermedad de la mancha roja de la vid, por sus siglas en inglés
GRBV |Grapevine red blotch virus
GRSPaV |Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
GVA Grapevine virus A
Hap Haplotipo
hsp70 Proteina homaologa de choque térmico de 70 KDa, por sus siglas en inglés
IC Intervalo de confianza, por sus siglas en inglés
its1 Espaciador transcrito interno 1, por sus siglas en inglés
LAMP Amplificacion isotérmica mediada en bucle, por sus siglas en inglés
MANOVA|Andlisis multivariante de varianza, por sus siglas en inglés
Mshm Metros sobre el nivel del mar
NTC Control sin plantilla, por sus siglas en inglés
p Valor de probabilidad
pb Pares de bases
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés
PHV Piojo harinoso de la vid
gPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, por sus siglas en inglés
RFU Unidades relativas de fluorescencia, por sus siglas en inglés
RPA Amplificacién isotérmica con recombinasa y polimerasa, por sus siglas en
inglés
RT Transcripcion inversa, por sus siglas en inglés
RT-PCR Regcci(?n en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa, por sus siglas
en inglés
VPN Valor predictivo negativo
VPP Valor predictivo positivo
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