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RESUM

L’enrotllament de la fulla de la vinya és una malaltia d’origen viric que té
un gran impacte negatiu sobre els conreus i la produccié de raim de qualitat.
Es coneix des de fa més d’'un segle, amb una distribucié mundial i amb deu
especies de closterovirus associades; el principal agent etiologic n’és el virus 3
associat a 'enrotllament de la fulla de la vinya (grapevine leafroll-associated
virus 3, GLRaV-3). L'estudi de la familia Closteroviridae i la seua filogenia han
permes comprendre I'evolucié d’aquests virus, que experimenten una forta
seleccio negativa, amb molta migracio, pero algunes especies han aconseguit
augmentar la variabilitat genetica mitjancant processos de recombinacié. Fins
ara s’han descrit sis variants genetiques del GLRaV-3, perod el nombre va aug-
mentant. La transmissié d’aquests virus €s semipersistent i la realitzen insectes
vectors pertanyents a la superfamilia Coccoidea. Son insectes partenogene-
tics, amb una nombrosa descendencia que, durant el seu primer estat larva-
ri, es pot dispersar pel vent, i, per tant, tenen una alta eficiencia a '’hora
d’'infectar els conreus de vinya. Els danys ocasionats per aquesta malaltia als
conreus de vinya poden ser molt variables, sobretot perdua de vigor dels
ceps i minva de la productivitat. A llarg termini, s’observa que tenen un
efecte acumulatiu, de manera que en disminueixen significativament el temps
de vida productiva. En els tltims anys s’han desenvolupat técniques de detec-
ci6 més rapides i potents, com la reaccid en cadena de la polimerasa (PCR)
amb transcriptasa inversa (RT-PCR) o la seqiienciacié de nova generacio, que
permeten detectar les especies i les seues variants alhora, i que proporcionen,
a més, informacié nova sobre I'epidemiologia de la malaltia. Les tecniques de
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deteccio desenvolupades, utilitzades als vivers per testar el material vegetal
que es comercialitza, resulten la practica més efectiva per al control de la pro-
pagacio d’aquesta malaltia. En aquest treball presentem una revisié bibliogra-
fica que pretén mostrar la recerca feta fins avui dia sobre aquesta malaltia.

ParauLes crau: ampelovirus, Closteroviridae, grapevine leafroll-associated
virus-3, Coccoidea, variants genétiques, virus de la vinya.

LA ENFERMEDAD DEL ENROLLAMIENTO DE LA VINA Y VIRUS
ASOCIADOS

RESUMEN

El enrollamiento de la hoja de la vid es una enfermedad de origen virico
que tiene un gran impacto negativo sobre los cultivos y la produccion de
uva de calidad. Se conoce desde hace mas de un siglo, con una distribucién
mundial y con diez especies de closterovirus asociadas a esta; el principal
agente etiolégico es el virus 3 asociado al enrollamiento de la hoja de la vid
(grapevine leafroll-associated virus 3, GLRaV-3). El estudio de la familia
Closteroviridae y su filogenia han permitido comprender la evolucién de
estos virus, que experimentan una fuerte seleccion negativa, con mucha
migracion, pero algunas especies han logrado aumentar la variabilidad ge-
nética mediante procesos de recombinacion. Hasta ahora se han descrito
seis variantes genéticas del GLRaV-3, pero el nimero va aumentando. La
transmision de estos virus es semipersistente y la realizan insectos vectores
pertenecientes a la superfamilia Coccoidea. Son insectos partenogenéticos,
con una numerosa descendencia que durante su primer estado larvario se
puede dispersar por el viento y, por tanto, poseen una alta eficiencia a la
hora de infectar los cultivos de vid. Los danos ocasionados por esta enfer-
medad en los cultivos de vid pueden ser muy variables, sobre todo pérdida
de vigor de las cepas y merma en la productividad. A largo plazo se observa
que tienen un efecto acumulativo, por lo que disminuye significativamente
el tiempo de vida productiva. En los Gltimos anos, se han desarrollado técni-
cas de deteccion mas rapidas y potentes, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa (RT-PCR) o la secuenciacion de
nueva generacion, que permiten detectar las especies y sus variantes al mis-
mo tiempo y que proporcionan, ademds, nueva informacion sobre la epide-
miologia de la enfermedad. Las técnicas de deteccion desarrolladas, utiliza-
das en los viveros para testar el material vegetal que se comercializa, son la
practica mas efectiva para el control de la propagacién de esta enfermedad.
En este trabajo presentamos una revision bibliografica que pretende mostrar
la investigacion realizada hasta dia de hoy sobre esta enfermedad.
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ParaBras cLave: ampelovirus, Closteroviridae, grapevine leafroll-associat-
ed virus 3, Coccoidea, variantes genéticas, virus de la vina.

GRAPEVINE LEAFROLL AND ASSOCIATED VIRUS
ABSTRACT

Grapevine leafroll is a viral disease that has a large negative impact on
crops and on the production of quality grapes. Known for over a century,
with a worldwide distribution and 10 species of closterovirus associa-
ted with it, its main etiological agent is grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3). The study of the Closteroviridae family and its phylogeny al-
lowed an understanding of the evolution of these viruses, which undergo a
strong negative selection with much migration, although some species
have managed to increase their genetic variability through recombination.
Six genetic variants of GLRaV-3 have been described up to now, but the
number is increasing. The transmission of these viruses is semipersistent
and it is carried out by insect vectors belonging to the superfamily Coc-
coidea. These insects are parthenogenetic, producing a large number of
offspring which during their first larval stage may be dispersed by the wind
and therefore have a high efficiency in infecting vineyards. The damage
caused by this disease in vineyards can be highly variable and especially
includes loss of vigor of vines and loss of productivity. In the long term, it
has been observed that it has a cumulative effect, significantly reducing the
productive lifetime of vines. In recent years, faster and more powerful tech-
niques have been developed for detection, such as reverse transcriptase
PCR (RT-PCR) and new-generation sequencing, allowing species and their
variants to be detected while moreover providing new information on the
epidemiology of the disease. Detection techniques developed in nurseries,
which are used to test plant material that is sold, are the most effective
practice to control the spread of this disease. In this paper, we present a
literature review that aims to update the research carried out to date on this
disease.

Keyworps: ampelovirus, Closteroviridae, grapevine leafroll-associated vi-
rus 3, Coccoidea, genetic variants, grapevine leafroll disease.

1. INTRODUCCIO

La malaltia de I'enrotllament de la fulla de la vinya (GLD, sigles de I'an-
gles grapevine leafroll disease) és una de les malalties viriques de la vinya
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meés importants i afecta conreus arreu del mon. L'especie Vitis vinifera L. és
susceptible de ser infectada per un ampli ventall de malalties viriques: es
coneixen al voltant de seixanta virus pertanyents a vint generes diferents
que poden infectar la vinya. La més destructiva de totes és la GLD. S’esti-
ma que és causant del 60 % de les perdues ocasionades per malalties d’ori-
gen viric de la produccié de raim en tot el mon (Naidu et al., 2008), perdues
economiques comparables a algunes malalties causades per fongs.

L’etiologia de la GLD es considera molt complexa. Es coneixen al voltant
de deu virus associats a la malaltia de 'enrotllament (grapevine leafroll-asso-
ciated virus, GLRaV). El GLRaV-3 es considera I'agent etiologic més impor-
tant de la GLD. Entre els vectors dels virus s'inclouen les cotxinilles i els in-
sectes d’escates blanes, Pseudococcidae i Coccidae, respectivament. Un
virus com el GLRaV-3 es pot transmetre per molts insectes vectors, pero
també alguns vectors poden transmetre GLRaV distints. També se sap que
més d’un tipus de GLRaV pot infectar el mateix cep i originar-li efectes siner-
gics o antagonics. La metagenomica és la millor eina que es pot utilitzar per
a entendre cada volta millor la GLD, a més d’altres malalties viriques amb
etiologies similars.

Com ocorre en alguns casos de malalties d’origen viric, també en la ma-
laltia de I'enrotllament, la simptomatologia pot ser molt subtil o no ha-
ver-n’hi, 1 és en aquests casos que cal més prevencio6 i atencio per a detec-
tar-la, ja que els ceps infectats actuen de reservoris invisibles del virus i
n’augmenten el risc de propagacié. La dispersié més gran que ha sofert
aquesta malaltia ha sigut a través dels portaempelts. A pesar que la seqiien-
ciaci6 ja és una eina a I'abast de moltes empreses dedicades a la venda de
ceps o portaempelts, encara no esta totalment generalitzada. En els Gltims
anys s’ha desenvolupat la seqiienciacié de nova generacié, que, a més
d’oferir nombrosos avantatges en diferents camps de la biologia, aportara
més coneixements sobre els agents etiologics que ajudaran a controlar la
GLD.

1.1. Repas historic de la malaltia

La malaltia de 'enrotllament de la fulla de la vinya s’origina al Vell Mon
i després s’estengué mundialment pel comer¢ de material de cultiu i de pro-
pagacio. L'origen se situa a Europa, a la conca mediterrania i al Proxim Ori-
ent. Hi ha algunes proves que confirmen aquesta hipotesi:

a) En la bibliografia del principi del segle xx d’aquestes zones, s’hi des-
criu com a enrogiment una condicié anormal de les vinyes de raim rosat,
que consisteix en un descoloriment de les fulles i un enrotllament d’aques-
tes cap al revers. Freqiientment, s’atribuia aquesta condicié a desordres fisi-
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ologics. En frances, li deien rougeau, Rollkrankbeit, en alemany, i rossore,
en italia.

b) 1La presencia de brots de vinya secs, inclosos en un herbari del nord-
est de Sicilia entre 1880 i 1888, que presentaven distints graus de coloracio en
les fulles. Les fulles d’'un especimen eren negres i més estretes del que és nor-
mal, amb la superficie majoritariament clivellada. L'espécimen que presentava
aquestes caracteristiques fou etiquetat en I’herbari com a Malattie della vite.
Rossore. Foglie quasi nere o rosso-nere. Vitigno nero. Settembre 1885-1886».

¢) Esvan trobar vinyes infectades per la GLD, entre 1889 i 1891, en un
camp de vinya abandonat a California, abans de la propagacié de la fil-
loxera (Dactulosphaira vitifoliae) al voltant de 1900.

d) Laparicié d’alguns dels virus associats a 'enrotllament, GLRaV-1 i
GLRaV-3, en algunes regions on s’ha cultivat vinya des de fa segles i on la
filloxera no és present, per exemple: Xipre, el Iemen, parts de la Xina, Ar-
menia i el sud de Turquia (Maree et al., 2013).

Es desconeixia I'etiologia de la GLD fins que Namba et al. (1979) troba-
ren particules semblants en closterovirus en seccions del floema i en les fu-
lles de vinyes afectades per la GLD. Es va suggerir que aquests tipus de virus
podien ser I'agent infeccios de la GLD, i pocs anys més tard es va confirmar
mitjancant estudis de la ultraestructura de teixits de les fulles de vinyes amb
GLD. Gugerli (2009) identifica dos virus semblants a closterovirus, perd se-
rologicament distints, que tenien una longitud de 2.200 i 1.800 nm i van ser
identificats a partir de preparacions purificades de fulles d'una vinya amb GLD.
Aquests dos virus els anomenaren grapevine leafroll-associated viruses 1 i 2
(‘virus associats a I'enrotllament de la fulla de la vinya’) (GLRaV-1 i GLRaV-2).
Després, I'equip de Gugerli n’hi va afegir un tercer, que, a més a més, prova-
ren que es podia transmetre per una cotxinilla cotonosa com a vectora. Amb
la millora de les tecnologies d’analisi molecular, especialment la seqtiencia-
ci6, s'augmenta el nombre de closterovirus associats amb la GLD, fonamen-
talment el GLRaV-3 (figura 1). Aquesta numeracio dels virus és la que s'uti-
litza actualment (Martelli ef al., 2012).

1.2. Simptomatologia

Els simptomes de la GLD poden variar molt segons I'estaci6 o les condi-
cions climatiques. A més a més, algunes varietats de ceps sén totalment
asimptomatiques i poden servir com a reservori dels virus. A la primavera,
tant el naixement dels brots nous com el seu desenvolupament es poden
retardar, normalment, unes poques setmanes. Els primers simptomes a les
fulles comencen a la primera meitat de 'estiu, perd poden apareixer abans
en vinyes que hagen sofert estreés hidric. Aquests primers simptomes aug-
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Ficura 1. Micrografia electronica de particules purificades del virus
GLRaV-3

Font:  H.J. Maree.

menten cap al final de P'estiu. En la majoria de vinyes de raim fosc (cabernet
sauvignon, cabernet franc, merlot, mission i pinot noir s’utilitzen com a indi-
cadors biologics), la GLD causa enrogiment del limbe de les fulles, alhora
que la nervadura primaria i secundaria roman verda (figura 2).

Algunes d’aquestes vinyes desenvolupen un color roig uniforme en tota
la fulla, sense nervis verds. A les vinyes de raim clar, la zona del limbe de la
fulla es pot tornar clordtica, encara que de vegades siga un simptoma molt
subtil. A mesura que avanca l'estacié de creixement, van augmentant el
nombre de fulles que mostren simptomes, els quals progressen des de la
base de les branques fins a la punta. Cap al final de l'estiu les fulles s’enrot-
llen cap al revers, pero, a pesar de ser la caracteristica que déna nom a la
malaltia, es tracta d’un simptoma que pot variar molt, depenent de la vari-
etat del cultiu; per exemple, el cultiu de chardonnay mostra un enrotlla-
ment molt pronunciat, perd el cultiu de Thompson sense llavor i el de
sauvignon blanc mostren poc enrotllament o no en mostren en les fulles.
En aquests ultims cultius és practicament impossible detectar la infeccié
visualment, excepte una lleu perdua de vigor als ceps. Per aix0, aquesta
malaltia es pot propagar facilment si s’utilitzen esqueixos sense testar (Mar-
telli et al., 2012).

La coloraci6 dels fruits rogencs de la vinya es deu a 'acumulacié de pig-
ments antocianics, predominantment a la pell del raim, que produeixen una
gamma de colors des del roig fins al blau fosc i es desenvolupen a partir del
comencament del verol, gracies a I'activacié dels gens de la via biosintetica
dels flavonoides (Boss et al., 1996; Gutha et al., 2010). Sota condicions nor-
mals, els ceps no mostren canvis en la coloracié de les fulles durant 'época
de creixement. Només ocorre en les fulles infectades per virus de la GLD
(i no per a tots els virus que la provoquen, sobretot el GLRaV-3).
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Ficura 2. Fulles de la varietat pinot noir infectades amb GLRaV-1 i
GLRaV-9, amb els simptomes d’enrogiment del limbe (area fosca) i la vena-
cio verda (més clara) que l'emmarca tipics de la GLD

Font:  F. Constable.

Gutha et al. (2010) van establir la hipotesi que I'expressio de gens de la
ruta biosintetica dels flavonoides era activada a les fulles infectades pels virus
causants de la GLD, que produien aixi els simptomes classics. Una explicacio
que els simptomes siguen més pronunciats a partir del verol pot ser a causa
de canvis en el metabolisme de la planta hoste, i que s’altere el transport del
floema (els GLRaV es localitzen als teixits floematics). Els seus resultats mos-
tren un nivell molt elevat de flavonols a les fulles infectades, comparant-les
amb fulles lliures d’infeccions virals, i els flavonols sintetitzats de novo predo-
minants eren la quercetina i la miricetina. En aquestes fulles infectades també
es troben grans quantitats de proantocianidines (tanins). Es possible que
aquests compostos flavonoides conferisquen proteccio enfront de I'estrés oxi-
datiu i/o contra I'atac de patogens oportunistes, a causa del seu poder antioxi-
dant (Treutter, 2006; Korkina, 2007; Hernandez et al., 2009; Gutha et al., 2010).
També s’ha comprovat que el contingut total de clorofilles i de carotenoides
de les fulles infectades és un 20 % més baix que en fulles lliures de virus.

1.3. Citopatologia

La caracteristica citopatologica principal de la infeccié de tots els GLRaV
és la presencia d’inclusions intracellulars en els teixits floematics, formats per
agregats de particules virals mesclades amb vesicules membranoses que con-
tenen filaments molt fins (RNA viral). Les vesicules membranoses poden de-
rivar de la vesiculacio periferica de mitocondris i una desorganitzacié dels
organuls (una varietat del GLRaV-4, del GLRaV-1 i del GLRaV-3), o bé de la
vesiculaci6 del reticle endoplasmatic (GLRaV-2 i GLRaV-7) (Martelli, 2014).
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1.4. Virus associats a l'enrotllament de la fulla de la vinya

Avui dia els virus associats a la malaltia de 'enrotllament s’atribueixen
tots a la familia Closteroviridae. Es coneixen com a grapevine leafroll-associ-
ated viruses (GLRaV) de I'l al 9 i quatre més recentment descrits, GLRaV-11,
GLRaV-Car, GLRaV-De i GLRaV-Pr. Menys el GLRaV-2, el GLRaV-7 i el
GLRaV-8, tots els altres pertanyen al genere Ampelovirus. El GLRaV-2 s’in-
clou en el genere Closterovirus, el GLRaV-7 encara no pertany a cap dels
géneres —s’ha proposat un genere nou, Velarivirus, perd no és acceptat
encara (Maree et al., 2013)— i el GLRaV-8 no és d’origen viral, la seua se-
quiencia s’assembla a seqiiencies de RNA de V. vinifera; per tant, ja no es
reconeixera com a virus (Martelli ef al., 2012). Les analisis moleculars dels
GLRaV del geénere Ampelovirus suggereixen que podria haver-n’hi dos
grups. En el subgrup I se situarien el GLRaV-1 i el GLRaV-3, i en el subgrup II,
el GLRaV-4. Les dades serologiques i moleculars han aportat informacié ne-
cessaria per a estudiar l'estreta relacié que hi ha entre els GLRaV-4, -5, -6,
-9, -Pr, -De i -Car i avaluar la possibilitat de considerar-los tots varietats del
GLRaV-4 (figura 3) (Martelli et al., 2012).

S’aprecien diferéncies en la simptomatologia dels diferents virus; per
exemple, el GLRaV-1, -3 i la majoria de varietats de GLRaV-2 normalment
indueixen simptomes pronunciats a les fulles de les vinyes. Perd el GLRaV-7
produeix simptomes suaus o ni tan sols en produeix (Maree et al., 2013).

Ficura 3.  Arbre filogenétic construit amb les seqiiencies completes dels ami-
noacids del gen HSP70b dels membres de la familia Closteroviridae

Font:  Modificada a partir de Martelli et al. (2012).
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1.5. Familia Closteroviridae

La familia Closteroviridae i els seus virus es caracteritzen per la seua lon-
gitud, fins a 2.000 nm, perque son flexibles, sense embolcall, polars, virions
amb dues proteines de la capsida: la proteina major (CP) cobreix la majoria
del genoma format per RNA, i la menor (CPm) es troba en un dels extrems del
virié. Els virus d’aquesta familia tenen els genomes més llargs de tots els vi-
rus amb RNA monocatenari positiu que afecten les plantes (fins a 20 kb).
A pesar de les diferéncies en la posicié dels marcs oberts de lectura (open
reading frame, ORF) entre les espécies de virus, els genomes tenen una or-
ganitzacié comuna. Els ORF 1a i 1b codifiquen proteines relacionades amb
la replicacio, i amb dominis conservats de la proteasa metiltransferasa, heli-
casa i RNA polimerasa dependent de RNA (RdRp) (Dolja et al., 2006). En els
ORF seglients esta codificada una petita proteina hidrofobica amb afinitat
per les membranes, que és una proteina homologa a les proteines de les
plantes de xoc termic HSP70 (HSP70h). Les funcions hipotétiques per a
aquesta proteina s’associen a: @) moviment d'una cellula a una altra cellula,
b) muntatge de complexos amb moltes subunitats per a la replicacié del ge-
noma, ¢) sintesi de RNA subgenomic i ) muntatge de les particules del vi-
rus (Jarugula et al., 2010; Satyanarayana et al., 2004).

Actualment hi ha tres géneres en la familia Closteroviridae: Ampelovirus,
Crinivirus i Closterovirus (Velarivirus s’ha proposat recentment) (Martelli
et al., 2011; Rubio et al., 2013).

a)  Ampelovirus: el vector principal de transmissié son les cotxinilles, te-
nen el genoma monopatrtit, s’hi inclouen virus com, per exemple, alguns
GLRaV o el virus del marciment de la pinya transmes per cotxinilles (PMWaV-1).

b) Crinivirus: soOn transmesos per les mosques blanques, tenen geno-
ma bipartit o tripartit; per exemple, el virus de la clorosi de la tomata (ToCV),
el virus infeccios de la clorosi de la tomata (TICV) o el virus de les venes
grogues de la creilla (patata) (PYVV).

¢) Closterovirus: els principals vectors son els afids, tenen genoma
monopartit i un parell d’exemples en sén el GLRaV-2 i el virus de la tristesa
dels citrics (CTV).

Els virus de la familia Closteroviridae sOn transmesos per insectes vec-
tors, els quals afavoreixen infeccions amb diferents virus. Aquestes infecci-
ons amb més d’un tipus de virus tenen efectes importants en I’evolucié
d’aquests virus. Pot tenir incidéncia dins d'una poblacio de variants d'un sol
virus i també permetre la recombinacié entre diferents virus, 'adaptabilitat
i la patogenicitat dels quals pot afectar. La interacci6 entre el virus i el seu
vector, i la coinfeccié d’'un mateix hoste, pot tenir efectes sinergics o antago-
nics. Un efecte sineérgic pot provocar un augment de la gravetat dels simpto-
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mes per 'acumulacié d’un dels virus, o dels dos que coinfecten, compa-
rant-ho amb els efectes d’una sola infeccié. L'explicacié d’aquest fenomen
sembla que és que un dels virus suprimeix els mecanismes de defensa de
I'hoste i afavoreix aixi 'acumulacié (Palukaitis, 2011). Alguns crinivirus pro-
dueixen un augment de I'expressio de simptomes a causa d'un efecte siner-
gic entre diferents crinivirus. L’efecte antagonic entre variants properes del
mateix virus és la base de la proteccié encreuada que s’utilitza en agricultu-
ra; per exemple, per a controlar el dany ocasionat per les varietats més
greus del CTV (Moreno et al., 2008).

El fenomen de la recombinaci6 entre genotips divergents s’ha descrit en
els geéneres Closterovirus i Ampelovirus, i s’ha vist que ha tingut un paper
molt important en I'evolucié d’aquests generes augmentant-ne la diversitat
genetica i 'adaptabilitat (Turturo et al., 2005; Rubio et al., 2013).

1.6. Elvirus 3 associat a enrotllament de la fulla de la vinya
(GRLaV-3)

El GRLaV-3 és I'especie tipus del genere Ampelovirus, familia Closterovi-
ridae i membre del subgrup I junt amb el GLRaV-1. Les particules virals son
filaments flexibles, amb unes dimensions de 1.800 X 12 nm, i tenen una es-
tructura helicoidal amb deu subunitats proteiques per gir de I'helix (3,5 nm
per gir). El genoma del virus és de RNA monocatenari de sentit positiu, i
constitueix prop del 5 % del pes de cadascuna de les particules. La proteina
major de la capsida (CP), de 34 kDa, cobreix tota la longitud dels virions,
excepte l'extrem 5’ (d'uns 100 nm). Les proteines que se suposa que estan
implicades en 'encapsidacié d’aquesta estructura sén proteines possible-
ment també implicades en el transport sistemic cellula a cellula del virus
(Dolja et al., 2006).

1.7. Genoma de GLRaV-3 i funci6 de les proteines codificades

Actualment només es coneix el genoma complet de deu aillats del virus
GLRaV-3, i s’ha vist que hi ha quatre grups principals de variants geneétiques
(es pensa que n’hi ha més de sis, perd encara no s’han seqiienciat els aillats
dels grups IV i V, només els I, IT, III i VI). Tots tenen una regic 5’'UTR molt
llarga, d’'uns 510-802 nucleotids (nt), i una 3’'UTR, més curta i més conserva-
da. L’organitzacio del genoma dels grups I, II i III compren tretze marcs
oberts de lectura (ORF), anomenats la, 1b i 2 fins a 12 segons la convenci6
proposada per Agranovky et al. (1994) (figura 4).

Entre els ORF 2 i 3 hi ha una regi6 intergénica rica en la parella de nucle-
otids guanina-citocina (GC) que és atipica dels altres membres de la familia
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Ficura 4. Diagrama esquematic del genoma del GLRaV-3. Les linies sobre
el mapa genomic indiquen les posicions dels ORF i els seus nombres. En el
mapa genomic, les caixes indiquen la posicio dels gens i els seus productes.
A sota es representen amb linies els RNA subgenomics (SGRNA)

L L I L I I L L L P

s » 4 L] ] (L1 o
i 5 7 e

Hap T (a4 p2l  pXBpT

LR

Font:  Maree et al. (2013), amb modificacions.

Closteroviridae. Els genomes dels aillats pertanyents al grup VI es caracterit-
zen per 'abséncia de 'ORF 2 (Bester, 2012; Seah et al., 2012).

Les funcions de les proteines codificades pel genoma del GLRaV-3 s’es-
tudien per comparacié amb els ORF homolegs d’altres virus d’'una cadena
de sentit positiu de RNA. Aquests virus tenen un nucli molt ben conservat de
gens implicats en la replicacio, i una altra regié més variable que codifica les
proteines estructurals i accessories. Els ORF 1a i 1b del GLRaV-3 s6n els més
ben conservats i codifiquen una metiltransferasa, RNA helicasa i dominis de
I'RNA polimerasa depenent de RNA (Ling et al., 2004). A més a més, 'ORF 1a
conté una proteasa lider tipus papaina (L-Pro), implicada en 'acumulacié de
RNA, la capacitat d’invasio del virus i de la propagacio6 sistemica en la planta
hostatjadora. També aquest ORF 1a codifica un domini AlkB, capag¢ de des-
metilar 'RNA, el qual es troba present en molts virus de RNA que infecten
plantes llenyoses. S’ha proposat que tindria una funcié de reparacié de
I'RNA viral (Born et al., 2008).

L’ORF 2 codifica una proteina petita de la qual no hi ha homolegs per a
inferir-ne la funci6. A més, no totes les variants del virus en tenen; per aixo,
sembla no exercir cap funcié imprescindible per al virus. Ben al contrari, els
seglients cinc ORF del 3-7 formen un modul de cinc gens molt ben conser-
vats, que de fet son la principal caracteristica dels virus de la familia Closte-
roviridae (Dolja et al., 2006). L'ORF 3 codifica una proteina transmembrana,
analoga a la del BYV, que té com a funcié el moviment d'una cellula a una
altra. I’ORF 4 codifica una xaperona homologa a 'HSP70 (HSP70h) amb la
mateixa funcié que la proteina anterior i, a més, participa en I'acoblament
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de la cua dels virions tipica de closterovirus (Peremyslov et al., 2004). La
funcié de la proteina codificada per 'ORF 5, d’'uns 60 kDa aproximadament,
és similar a I'HSP70h. La proteina major de la capsida (CP) que forma tot el
llarg del cos del viri, la codifica I'ORF 6. 1 la proteina menor de la capsida
(CPm), que és el component més important de la cua dels virions, la codi-
fica PORF 7, I'tltim del grup de gens conservats. Una caracteristica que
cal destacar és que l'ordre dels ORF que codifiquen la CP i la CPm en el
GLRaV-3 és el mateix que el dels crinivirus bipartits, i invers al del génere
Closterovirus.

Malgrat que aquestes proteines no hagen sigut caracteritzades completa-
ment per al GLRaV-3, és clar que les funcions d’acoblament de la cua del
virié i el moviment cellula a cellula que exerceixen 'HSP70h, la CPm i la
proteina de 60 kDa son genéticament inseparables dels closterovirus. Es pot
considerar 'acoblament de la cua una estructura per al moviment dels viri-
ons especifica dels closterovirus (Dolja, 2003; Peremyslov et al., 2004). En-
cara que els ORF 8-12 només es troben en el génere Ampelovirus, se’n pot
esbrinar la funcié per analogia amb altres membres de la familia Closterouvi-
ridae. Els ORF 8, 9 i 10 codifiquen proteines implicades en la supressio dels
RNA d’interferéncia de I'hoste (es consideren determinants de patogenicitat
viral) i en el transport viral a llarga distancia (Maree et al., 2013). Els ORF 11
i 12 s6n prou menuts i Unics del virus GLRaV-3. Sembla que no tenen cap
funcié important que s’haja de conservar, ja que aquests ORF sén molt di-
versos entre les distintes variants genetiques del mateix virus GLRaV-3. Un
dels reptes que afrontaran els investigadors en els proxims anys sera deter-
minar les funcions dels ORF 8-12 i del domini AlkB. Per aixd el nou desen-
volupament dels clons de DNA complementari, biologicament actius, sera
de gran ajuda per a aquesta tasca (Jarugula et al., 2012).

1.8. Variants genétiques del GLRaV-3

Durant els ultims anys de recerca, alhora que han millorat les técniques
d’analisi genetiques, s’han descobert més virus i també més variants. El cas
més estudiat dels virus causants de la GLD és el GLRaV-3. Durant els pri-
mers anys de recerca es van fer estudis de seqiienciacié combinats amb
single-stranded conformation polymorphism (SSCP) per comparar la variabi-
litat genetica de les regions genomiques codificadores de RARp (RNA poli-
merasa dependent de RNA), HSP70h i de les CP (Turturo et al., 2005). A
partir d’aquest estudi es conclogué que n’hi havia almenys dues variants,
grups 1 i II, entre els aillats analitzats (Jooste i Goszczynski, 2005).

Fins ara es poden considerar, segons els estudis que han analitzat filoge-
neticament 'HSp70h i la CP, sis grups de variants del GLRaV-3, i uns altres
més que no es poden confirmar com a tals fins que no es duguen a terme
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més analisis genetiques. Se n’identifiquen dos grups principals segons la fi-
logeénia; un, que inclou els grups de variants I-V, i un altre, amb el grup VI i
aquelles variants semblants al VI (fins ara anomenats VI-/ike). La compara-
ci6 dels genomes complets d’aillats de diferents variants ha permes observar
que hi ha determinades zones on la variacié nucleotidica és més gran; la
més destacable és la variabilitat de longitud de la zona S’UTR. També cal
tenir en compte el risc a '’hora d’interpretar els articles de filogenetica que
hagen utilitzat només seqiiencies parcials dels genomes (Maree et al., 2013).

La distribuci6 dels virus variants del GLRaV-3 depen de molts factors,
com les interaccions especifiques entre vector i virus, la direccié del vent
predominant, la combinaci6é de variants del GLRaV-3, I'is de material vege-
tal infectat i les practiques de cultiu de la vinya. Geograficament, la distribu-
ci6 de les variants del GLRaV-3 no és homogenia. Segons alguns sondejos,
s’ha vist que a Sud-africa, per exemple, predominen les variants del grup II
del GLRaV-3; en algunes regions de la Xina predomina el grup I; a Portugal,
els grups 1111, i a Nova Zelanda, els grups I, VI i les variants semblants al
grup VI (Maree et al., 2013). L'estudi de Sharma et a/. (2011) a la vall de Napa
(California) mostrava que en un 21 % de les mostres infectades hi havia una
barreja de grups de variants genetiques del virus i que en aquestes barreges
hi havia certa predisposicio. La transmissio de les variants del grup VI era
més freqiient a soles, seguida d’infeccions combinades amb altres grups, i la
combinacié menys freqiient era amb els virus del grup I. Aquesta fou la pri-
mera prova que les variants del GRLaV-3 sén biologicament distintes.

En els estudis de variabilitat genomica dels aillats del GLRaV-3 de Hall
(1999) i Lole et al. (1999) s'utilitzaren grafiques de similitud en qué es com-
pararen sequencies dels genomes sencers de diferents grups de variants
(I, 1L, 11T i VD). Els grups IV i V no s'utilitzaren perque encara no se’n conei-
xien les seqiiencies genomiques senceres (dades no mostrades). Aquests
estudis permeten veure les regions gendmiques amb més variabilitat: la 5’UTR,
els ORF 2, 11112, ila 3UTR. En la regié S’UTR hi ha variacié en la seua lon-
gitud; per exemple, per als grups I i I conté 737 nucleotids, pero en el III és
65 nucleotids més curta (672 nt) (Jooste et al., 2010). Es important conéixer
el genoma dels grups IV i V per a determinar si hi ha seqiieéncies conserva-
des dins d’aquesta regio.

Les variants del grup VI no tenen ORF 2 i la seua funci6 en els altres
grups ¢s desconeguda. L’ORF 11 té la mateixa grandaria i posicio per a tots
els grups analitzats. Pero les variants del grup IV necessiten un cod6 d’inici
alternatiu (ACG) (Wang et al., 2011). A més a més, els aillats del grup VI te-
nen canvis del marc de lectura que fan que es modifique la seqiiencia d’ami-
noacids a partir del cinque aminoacid traduit. T les variants semblants al del
grup VI, encara que tenen el mateix marc de lectura, canvien la traduccio,
que comenca 3 nucleotids (nt) abans (1 nt superposat a 'ORF 10) i acaba
15 nt més tard (14 nt superposats a 'ORF 12) dels suposats lloc d’inici i ter-
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minacio de les altres variants del GLRaV-3 (Chooi et al., 2013). El lloc d’inici
de 'ORF 12 és comu per a tots els grups, pero en el grup VI ocorre un canvi
en la pauta de lectura, el qual és reconegut per un codé de terminacié pre-
matur i, per tant, hi ha una reduccié de grandaria dels polipeptids produits
(de 18 a 12 nt més curt). A 'ORF 11 hi ha molta variabilitat en la seqiiencia
d’aminoacids dels polipeptids entre els distints grups de variants. Per aixo
es pensa que aquest ORF esta sotmes a evolucio neutral, i no resulta essen-
cial per a la capacitat infectiva del virus. Es necessiten més estudis sobre els
ORF 2, 11 i 12 per a entendre la seua funcio, i el paper que exerceixen en la
biologia del GLRaV-3. La regi6é 3'UTR varia en longitud entre els diferents
grups filogenetics. La mitjana d’identitat nucleotidica total d’aquesta regi6 en-
tre tots els aillats dels grups I-III, VI, i semblants al VI és de 88,7 % (una dada
semblant s’ha obtingut amb l'analisi dels crinivirus BYV) (Agranovsky et al.,
1994). Les diferéncies en la seqiiencia de la regié 3’UTR no es troben distribu-
ides de manera uniforme. La zona de més variacio és la 5’ de la 3’'UTR (la re-
gid més propera a 'ORF 12). En aquesta regio la identitat entre els distints
grups decreix fins al 50 %. No obstant aix0, hi ha dues regions d’'uns 60 nt que
tenen una variacié molt baixa (identitat entre els grups a prop del 90 %).
Aquestes arees molt conservades poden representar elements cis-acting que
son importants per a la replicacio del GLRaV-3 (Jarugula et al., 2010).

1.9. Plantes hostatjadores

Els ampelovirus poden parasitar una amplia gamma de taxons vegetals,
pero els GLRaV sembla que es troben limitats a la vinya. Pel que es coneix,
els GLRaV només s’han aillat d’especies pertanyents al génere Vitis, sobretot
V. vinifera i les seues varietats cultivades. Segurament a causa de la impor-
tancia comercial d’aquest cultiu, els estudis han sigut limitats. Un estudi re-
cent fet a la vall de Napa, California, va mostrar que les especies silvestres
de Vitis (Vitis californica i els hibrids de V. californica x V. vinifera) poden
ser infectades pel GLRaV-2 i GLRaV-3 (Klaassen et al., 2011). També¢ s’hi in-
clou l'especie Vitis labruscana (Bahder et al., 2013). Es possible observar
diferencies en la gravetat dels simptomes entre diferents varietats de vinyes,
les quals poden ser més o menys sensibles a la infeccié del GLRaV. Les vari-
etats de V. vinifera i els seus clons solen ser més susceptibles d’infeccié que
les altres especies de Vitis i els hibrids, incloent-hi els portaempelts que po-
den no mostrar simptomes. Les diferéncies en la gravetat dels simptomes
poden estar associades a les especies del GLRaV i al tipus de variant dins
de cada especie. També la temperatura pot afectar I'expressio de la malaltia de
lenrotllament de la fulla. A més, els simptomes poden tardar a apareixer
fins a dotze mesos des del moment de la infeccié d'un GLRaV (Constable
i Rodoni, 2011).
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Com s’ha dit, el comer¢ de material vegetal infectat ha sigut la causa de
I'expansié mundial d’aquesta malaltia i els seus agents etiologics. Només al-
guns paisos tenen programes nacionals de quarantena del material vegetal
importat, per a tractar d’assegurar que el material arribe a I'agricultor lliure
d’infeccions. Pero resulta molt dificil que funcionen, bé perqueé no poden
ser aplicats amb rigor, o bé perque és un control d'unes dimensions despro-
porcionades per als mitjans de que es disposa.

1.10. Insectes vectors

La transmissio d’aquests virus és possible gracies a insectes hemipters
que fan la funcié de vectors. Per la incidéncia de la malaltia i el seu impacte
en els cultius, aquests vectors sén considerats una plaga. Les principals fa-
milies a les quals pertanyen son Pseudococcidae i Coccidae (superfamilia
Coccoidea). La primera demostracié de la transmissié de patogens de la
GLD d’una planta a una altra fou en 1990 per Engelbrecht i Kasdorf. Demos-
traren que la cotxinilla Planococcus ficus (Signoret) podia transmetre el
GLRaV-3. Des d’aleshores, moltes cotxinilles (pseudococcids) s’han confir-
mat com a vectores de GLRaV: Pseudococcus maritimus (Ehrhorn), Pseudo-
coccus viburni (Signoret), Pseudococcus longispinus (Targioni-Tozzetti),
Pseudococcus calceolariae (Maskell), Pseudococcus comstocki (Kuwana),
Planococcus citri (Risso), Phenacoccus aceris (Signoret), Heliococcus bohe-
micus (Sulc). A més a més dels vectors «d’escates blanes» (coccids, anomenats
aixi per la coberta cerosa que els déna aspecte escatds): Pulvinaria vitis (L.),
Parthenolecanium corni (Bouché), Ceroplastes rusci (L.), Neopulvinaria
innumerabilis (Rathvon), Coccus longulus (Douglas), Parasaissetia nigra
(Nietner) i les especies de Saissetia. El ventall impressionant d’insectes vectors
essencialment inclou totes les cotxinilles i tots els insectes «d’escates blanes»
comuns a totes les parts del mén on es troba la GLD (Almeida et al., 2013).

La rellevancia ecologica de cada insecte en la propagacié de la GLD no
es coneix amb precisio. No s’han trobat proves de cap especificitat entre vi-
rus i vectors per a la transmissio; fins ara sembla que tots els GLRaV poden
ser transmesos per les diferents especies de cotxinilles associades a la vinya
que s’han testat (Tsai et al., 2010), a pesar que a Pl ficus i Ps. calceolariae,
se’ls ha prestat més atencié en investigacid. Un exemple que confirma
aquesta hipotesi és que Ph. aceris pot transmetre sis ampelovirus distints (Le
Maguet et al., 2012). Tots els pseudococcids associats a la vinya s’han de
considerar possibles transmissors dels virus fins que no es demostre el con-
trari. Per aixo és molt important coneixer la biologia dels vectors.

Les cotxinilles de la vinya solen tenir quatre estadis larvaris en el cas de
les femelles, i cinc en el cas dels mascles. La majoria de les especies es re-
produeixen per partenogenesi i produeixen una descendencia molt nom-
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brosa. Les larves del primer estadi son les que es poden dispersar més facil-
ment. Poden ser transportades pel vent, aixi que poden introduir-se sense
problemes als vivers i infectar els plancons en estoc. També aquestes larves
dels primers estadis son les més eficients en la transmissio dels virus, encara
que els insectes de tots els estadis son capacos de transmetre’n (Tsai et al.,
2008). Per tant, els insectes vectors que tenen més generacions anuals repre-
senten una amenaca més gran per a la propagacio de la GLD. Aquests insec-
tes s’alimenten del floema gracies a I'aparell picador-xuclador, també ano-
menat estilet. La majoria poden alimentar-se del tronc, de les branques, de
les fulles i dels fruits, pero hi ha variacions en la localitzacié en la mateixa
vinya depenent de I'estacié. A més a més, algunes especies, com Ps. calceo-
lariae o PI. ficus, poden mantenir part de la poblaci6 a les arrels dels ceps
(Bell et al., 2009). Aquest fet planteja un problema, per exemple, a '’hora de
replantar un camp on puguen haver quedat arrels amb GLRaV i cotxinilles,
perque poden transmetre la malaltia als nous ceps que es planten (Pieter-
sen, 2000).

1.11. Transmissio dels virus

Per a entendre com es propaguen les malalties d’origen viric cal esbrinar
la manera de transmetre’s que tenen. En els cas dels patogens transmesos
per coccids i pseudococcids, se sap poc de la seua transmissio i dels para-
metres que hi influeixen (Tsai et al., 2010). Congixer aquests parametres ens
ajudara a entendre millor 'epidemiologia de les malalties.

Els virus GLRaV s6n un cas complex d’estudiar, ja que hi ha molts virus
i moltes variants genetiques que poden conviure junts, molts es poden
transmetre per una sola especie d’insecte i un mateix insecte pot transmetre
molts virus (Tsai et al., 2010) (figura 5). També les interaccions moleculars
entre el virus i el vector poden afectar l'eficiencia de la transmissio, igual
que la grandaria de les poblacions de cada virus afecta la probabilitat i 'efi-
ciencia de la transmissio (Almeida et al., 2013). Les poblacions del GLRaV-3
varien estacionalment en grandaria i en la seua distribuci6 dins de la planta
hoste, perd no se sap ben bé per que ocorre aixo ni si hi influeix.

La poblacio del virus augmenta a les fulles durant I'estacié de creixement
de la planta abans que les fulles caiguen per senesceéncia. Sembla que aug-
menta 'adquisici6 dels virus i l'eficiencia de la transmissio si les cotxinilles
s’alimenten de les fulles, en comptes de fer-ho a les tiges (Tsai et al., 2010).
Encara que no s’hagen trobat gaires proves de canvis en la transmissioé pel
tipus de teixit de la planta o per I'estacio, cal no ignorar la possibilitat que hi
puga haver una certa influéncia d’aquests factors (Almeida et al., 2013).

Tsai et al. (2008) van mostrar proves que la transmissio dels GLRaV és
semipersistent. L’eficiencia de transmissié del GLRaV-3 per les larves del
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FiGura 5. Arbre de maxima parsimonia dels virus GLRaV i les cotxinilles
vectores d’aquests virus. Els asteriscos indiquen les branques de l'arbre que
estan suportades per un grau de dissimilitud > 70 % (suficient per a poder
establir diferencies entre especies). Les linies relacionen els virus amb els seus
vectors
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primer estadi de P/ ficus és la més alta en les primeres 24 hores des de 'ad-
quisicio del virus, i s’estabilitza a les 48 hores. Les cotxinilles de PI. ficus
perden la capacitat de transmetre el GLRaV-3 quatre dies després de I'adqui-
sicio. Amb alguns estudis filogenetics posteriors es pensa que tots els GLRaV
del génere Ampelovirus es transmeten d’una manera semipersistent (Tsai et
al., 2010). Es pot pensar que aquesta caracteristica impedeix una propaga-
ci6 rapida del virus, pero si es té en compte que els primers estadis larvaris
dels vectors es poden disseminar pel vent, i que aquests vectors tenen un
gran nombre de descendeéncia i diverses generacions per temporada, la con-
clusi6 resulta la contraria. No obstant aixo, les conclusions que s’han obtin-
gut es basen en un nombre d’estudis limitat, i és necessari continuar investi-
gant la transmissio dels GLRaV per tal d’augmentar-ne el coneixement i
desenvolupar millors estrategies i més completes per al control de la malal-
tia de 'enrotllament de la fulla de la vinya.

1.12. Ecologia i impacte de la GLD

La primera prova de la propagacié de la GLD va sorgir a Sud-africa, a
mitjan decada dels vuitanta, on es va demostrar per estudis en que es plan-
taven ceps sans entre ceps infectats (Engelbrecht i Kasdorf, 1985). En la de-
cada dels noranta es continuaren duent a terme aquest tipus d’estudis que
confirmaven el mateix i en tots es va fer notar la presencia de les cotxinilles
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als camps d’estudi. La taxa de propagacio de les infeccions de GLD era simi-
lar en els estudis elaborats: un augment al voltant del 10 % per any en aquells
camps on s’havia identificat la malaltia adés. No obstant aix0, hi ha regions,
com Italia, que presenten una prevalenca més baixa de I'esperada (20 % des-
prés de deu anys des de I'aparicio) (Almeida et al., 2013).

Com més gran és I'edat dels ceps, més exposicio als insectes vectors i més
probabilitats d’acollir una poblacié més gran de virus. Les analisis espacials
indiquen que les vinyes infectades es distribueixen aleatoriament a través dels
blocs de ceps en els primers anys d’infeccio, perd que amb el temps la distri-
bucié acaba sent agregada. Aixo ho explica el fet que les primeres larves de
pseudococcids es poden dispersar pel vent, i en els pentltims estadis larvaris,
s’encarreguen de la transmissio vinya per vinya dels virus. Els GLRaV i les se-
ues variants poden interactuar entre ells o altres virus i tenir efectes distints
durant la transmissio i 'establiment als hostes (Jooste et al., 2011).

Alguns virus de plantes poden ser beneficiosos per a aquestes (Roossinck,
2011), pero determinades condicions ambientals poden alterar els efectes que
tenen aquests virus en els seus hostes. Les variacions dels efectes de la
GLD degudes a canvis ambientals encara son molt desconegudes; per aixo
cal estudiar amb més profunditat quines practiques de cultiu de la vinya
poden reduir 'impacte d’aquesta malaltia als camps. Per exemple, la defo-
liaci6 parcial de les vinyes infectades amb GLRaV-3 en millora la maduraci6 i
s’ha vist que augmenta la qualitat del most extret del raim (Pereira-Crespo et
al., 2012).

Com s’ha vist en el punt anterior, alguns GLRaV com el GLRaV-3 son «vec-
tors generalistes» i 'adaptacié d’aquests a un vector nou, siga present o s’haja
introduit novament en una area, pot desencadenar canvis dramatics en la
prevalenca d’aquests virus (Almeida ef al., 2013). Si, a més, aquest vector
nou té una eficiencia més gran de transmissié d’un virus o una variant gene-
tica, pot produir canvis en la prevalenca relativa dels virus de la regio. Els
coneixements de que disposem ara per ara son escassos; per aixo caldra es-
tudiar amb més detall les interaccions dels GLRaV amb els seus vectors, per
comprendre millor I'ecologia i 'epidemiologia de la malaltia de I'enrotlla-
ment de la fulla de la vinya.

De les malalties viriques que afecten la vinya, la GLD esta considerada la
més destructiva de totes. Naidu et al. (2008) estimen que aquesta malaltia pro-
dueix el 60 % de les perdues de produccié de raim de tot el mén degudes a
malalties d’origen viric (en 2003, a I'estat de Nova York, quasi el 10 % de la
superficie de vinya conreada tenia la GLD). La GLD afecta perjudicialment el
creixement i el vigor de la vinya. Produeix una reduccié d’area de les fulles i,
amb el temps, el tronc dels ceps es torna debil i, per tant, disminueix el temps
de vida de la planta i la produccié de raim. També la sobreexpressio d’alguns
gens de la ruta biosintetica dels flavonols i la disminuci6 de clorofilla i carote-
noides, que causen el canvi de coloracié de les fulles, disminueixen l'eficien-
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cia fotosintetica. AixO repercuteix en el subministrament de carbohidrats i
sucres als fruits i al tronc, cosa que afectara negativament la qualitat del raim
i el desenvolupament dels ceps infectats per a les temporades segtients (Nai-
du et al., 2008). Més concretament, el GLRaV-3 redueix la grandaria de les
infloresceéncies de raim, produeix un retard en la maduraci6 dels fruits, can-
via el color dels fruits amb la disminucié del contingut d’antocianines, aug-
menta el contingut d’alguns acids com el malic o el tartaric i canvia la quimica
del suc, o most, amb la reducci6 del contingut de solids solubles, amb la qual
cosa se’n modifiquen les caracteristiques aromatiques.

Aquelles varietats de vinya en queé no s’aprecien clarament els simpto-
mes visuals classics també sofreixen aquests efectes negatius. S’ha vist, com-
parant els vins produits a partir de vinyes infectades i sanes, que el raim
amb GLRaV-3 tenia menys pigments, fenols, tanins i menys alcohol que el vi
elaborat amb raim de vinyes sanes (Maree et al., 2013). Aquesta malaltia té
molts efectes negatius sobre els ceps infectats i un gran impacte en la pro-
ducci6 de raim d’alta qualitat per a fer vi. S"ha comprovat que la malaltia
predisposa la vinya a sofrir més directament els efectes negatius dels climes
freds (Pesqueira et al., 2012). Per tot aixd resulta necessari poder detectar la
infeccio del virus a temps per prendre mesures que intenten controlar
aquests impactes negatius en els conreus.

2. DETECCIO

La deteccio dels virus a la vinya sempre ha sigut un repte. Les raons prin-
cipals d’aix0 sén: que una sola planta pot estar infectada per més d’un virus;
que els virus que no estan relacionats amb els que es volen detectar poden
presentar una simptomatologia semblant; quan s’intenta detectar el virus en
un hoste que acaba de ser infectat, segurament el virus es troba en una con-
centracié molt baixa; els virus no es distribueixen homogeniament ni pel
mateix hoste ni pel cultiu de vinya; hi pot haver cultius, com la vinya de
raim blanc, que no mostren simptomes de la infecci6 dels virus. Les tecni-
ques més utilitzades avui dia son els metodes serologics, els indicadors bio-
logics, els metodes basats en acid nucleic i, en els Gltims anys, la seqliencia-
ci6 de nova generacio.

2.1. Metodes serologics
Hi ha moltes tecniques de diagnostic serologic, entre les quals s’inclouen
els tests d’immuno-strips, tecniques d'immunofluorescencia (IF) i els assajos

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). També s'utilitzen serums amb
anticossos policlonals i, sobretot, monoclonals. La técnica més utilitzada és
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I'ELISA, perque té molta fiabilitat, un alt rendiment, permet analitzar diver-
ses mostres alhora, i també presenta sensibilitat, ja que permet amplificar el
resultat de la mostra. Els dos desavantatges més grans de 'ELISA s6n que no
¢és tan sensible com els metodes basats en acids nucleics i que resulta molt
costos desenvolupar anticossos nous per als immunoassajos (O’Donnell,
1999). La fiabilitat de 'ELISA possibilitaria detectar totes les variants geneti-
ques, pero es desconeix si tots els kits comercials que es produeixen indus-
trialment poden fer-ho (Maree et al., 2013).

2.2. Indicadors biolodgics

Fins a Paparicio de les tecniques serologiques a la darreria dels anys vui-
tanta, I'as d’indicadors biolodgics era I'inic metode fiable que hi havia. La
tecnica es basa a empeltar un esqueix del cep que es vol testar en un altre
cep, que serveix d’indicador per la seua capacitat d’expressar els simptomes
de la malaltia (Constable et al., 2010). Les varietats de V. vinifera més utilit-
zades com a indicadors son cabernet franc, pinot noir, cabernet sauvignon
i Barbera. L'elecci6 de la varietat indicadora depen de les condicions clima-
tiques de la zona on creixera. Aquests indicadors, amb I'empelt fet, s’han de
plantar i esperar que cresca i observar si hi apareixen simptomes de la ma-
laltia. De vegades cal esperar dues temporades perque cresca l'indicador i
mostre, 0 no, els simptomes.

Una altra teécnica consisteix en 'empelt d’esqueixos verds en branques
tendres, que és una manera d’evitar la incompatibilitat entre empelts que de
vegades ocorre entre algunes varietats. A més, aquesta tecnica demostra una
gran efectivitat (Walter et al., 2008).

Els principals desavantatges dels indicadors biologics son: que resulta
molt costés en treball i temps aplicar aquesta técnica; no és possible identi-
ficar la varietat dels virus (menys en el cas del GLRaV-2); pot ser-hi present
la infecci6 per virus i encara aixi no mostrar simptomes pel conjunt de vari-
ables que influeixen en I'expressio de la GLD, i, a més, es necessita un viro-
leg experimentat (recomanablement) per a confirmar la malaltia, ja que la
interpretacio dels simptomes és facil de confondre i, en part, és subjectiva
(Constable et al., 2010; Maree et al., 2013).

2.3. Metodes moleculars basats en acids nucleics
En els tltims deu anys s’han desenvolupat molt les tecniques basades en
acids nucleics per als assajos de deteccio de patogens que afecten les plan-

tes. Sobretot, per als patogens amb el genoma de RNA, sutilitza la RT-PCR;
amb I'Gs de la transcriptasa inversa (RT) a partir de 'RNA, es creen els cDNA,
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els quals s’identifiquen amb la PCR. Els GLRaV es poden detectar tots amb
aquesta tecnica, perd algunes especies, com el GLRaV-3, tenen moltes vari-
ants genetiques; per aixo s'utilitza la PCR-multiplex, la qual permet detectar
més mostres i diferenciar les variants (Chooi et al., 2012). Una altra técnica
de PCR és la immunocapture PCR, en que s’utilitzen anticossos produits
contra la proteina major de la capsida (CP), i s'immobilitza el virus a la su-
perficie dels microtubs i es continua amb la RT-PCR (Ward et al., 2004; Engel
et al., 2008; Nolasco, 2012). Altres tecniques de PCR desenvolupades amb
molt d’exit per a la deteccié de virus de la vinya son la Spot-PCR, la LAMP
(loop-mediated amplification of nucleic acid) amb la transcriptasa inversa
afegida al protocol, i la PCR a temps real, que permet quantificar el DNA en
qualsevol moment de I'amplificacié mitjancant mesures de la fluorescencia.

La RT-PCR a temps real amb sondes TagMan s’utilitza comunament per
detectar virus de la vinya. Té I'avantatge de I'especificitat de fluorescéncia
dels DNA amplificats, pero té 'inconvenient que cal dissenyar sondes espe-
cifiques per cada estudi. Aquesta tecnica s’ha desenvolupat per a la deteccio
simultania del GLRaV-1, -2, -3, -4 i algunes de les seues varietats, i s’ha
demostrat que és més eficac que la RT-PCR (Osman et al., 2007). També
s’han utilitzat alternatives per detectar i diferenciar variants genetiques del
GLRaV-3, com la SSCP (single-strand conformation polymorphism) (Turturo
et al., 2005).

La tecnica de les micromatrius d’oligonucleotids permet detectar molts
virus o gens al mateix temps, per la qual cosa és una eina d’alt rendiment,
molt util per a dur a terme programes de certificacié de plancons (Engel et
al., 2010). Evidentment, com més seqliiencies virals es coneguen, més es
podran millorar les deteccions de les distintes varietats de cada virus.

Com que algunes de les tecniques esmentades adés sén massa cares per
a usar-se d'una manera rutinaria als laboratoris, s’hi poden trobar algunes
alternatives. El grup de treball de Thompson et al. (2012) va desenvolupar
un sistema de macromatrius per a la deteccié multiple de virus de la vinya
en que lequip necessari principal era un termociclador i un forn d’hibrida-
ci6. D’aquesta manera es podia complementar amb altres metodes molecu-
lars, afegint el component de deteccié multiple, i abaratir-ne els costos
(Thompson et al., 2012).

2.4. Seqienciacié de nova generacio

Les tecniques més utilitzades en el diagnostic de malalties d’origen viric
en la vinya han sigut 'ELISA, els indicadors biologics i els metodes basats en
acids nucleics, com la RT-PCR. Encara que aquestes tecniques poden ser molt
especifiques i fiables, no tenen en compte la contribucié d’altres virus, cone-
guts i desconeguts, implicats en I'etiologia de la malaltia. Variants del mateix
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virus o virus distints poden no ser detectats per protocols molt especifics de la
RT-PCR. L'Gs de seqlienciacié metagenomica pot determinar el contingut total
viral d’'una mostra i superar aixi les limitacions de les tecniques anomenades
anteriorment. S’han desenvolupat instruments de segona generacio o de nova
generacio de seqienciacio (NGS, en angles) que eviten les limitacions de la
seqiienciacio de Sanger. L'is d’adaptadors universals, en comptes d’enceba-
dors amb una seqiiencia especifica, permet a la NGS seqiienciar tot el materi-
al genetic d’'una mostra, encara que no es coneguen els organismes que hi
havia. Ara per ara la NGS resulta massa cara per a utilitzar-la en diagnostics
rutinaris, perd es pot aplicar per millorar els assajos més usats i pot aportar
informacio sobre les malalties (frequiencia dels distints virus en el material in-
fectat i variants dominants dels virus) (Barba er al., 2014; Maree et al., 2013).

3. GESTIO DE LA MALALTIA GLD

La clonaci6 de material vegetal seleccionat i lliure de virus per a la pro-
ducci6 de plancons és la manera preventiva i més efectiva de controlar la
malaltia de I'enrotllament. La majoria dels agents causants de la malaltia po-
den ser eliminats del material vegetal infectat amb termoterapia, combinada o
no, amb el cultiu de teixits vegetals in vitro, embriogenesi somatica, electro-
terapia i quimioterapia iz vitro amb un ampli ventall de drogues. No es coneix
cap varietat de V. vinifera totalment resistent a la malaltia. La proteccié dels
ceps sans al camp resulta molt dificil. Es possible que cultivar vinya lluny
dels cultius infectats i eliminar els ceps que comencen a mostrar simptomes
ajude a alentir la propagacié de la malaltia, perd amb baixa eficacia. Els equips
i els instruments dels agricultors han de ser netejats abans i després d’entrar al
camp, per tal de minimitzar la dispersio dels insectes vectors (Martelli, 2014).

L'Gs de pesticides volatils té cabuda en programes de control regional
dels vectors, perd no és efectiu contra la propagacié dels virus. Els plaguici-
des sistemics, siguen aplicats a les fulles, siga pel sistema d’irrigaci6, poden
matar les cotxinilles que s'Tamaguen sota I'escor¢a o a les arrels, pero si hi ha
insectes sobre el cep, és molt probable que ja s’hagen alimentat del floema i
puguen haver transmes virus. Les practiques culturals per al control dels in-
sectes, com cobrir els cultius, exposar a I'ambient els insectes amagats sota
l'escorca dels ceps o avancar la collita, tenen alguns efectes positius, pero
s6n molt costoses i moltes no s’han avaluat amb rigor (Daane et al., 2012).
Les trampes de feromones per a produir confusié sexual en les cotxinilles
s’han utilitzat també, pero s’ha comprovat que també capturaven els parasi-
toides de la plaga, i amb el temps aix0 augmentava la poblacio de les cotxi-
nilles. El control biologic amb parasitoides s’ha utilitzat en moltes zones de
cultius per la seua especificitat, pero alguns d’aquests depredadors sén molt
sensibles al clima de la zona de cultiu de vinya (Daane et al., 2012).
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També s’ha intentat aplicar 'enginyeria genetica per produir porta-
empelts resistents transgenics als virus GLRaV-2 i GLRaV-3, perod no ha tin-
gut exit. Per tot aix0, resulta molt complicat arribar a controlar aquesta ma-
laltia (Martelli, 2014).

4. CONCLUSIONS

La GLD o malaltia de I'enrotllament de la fulla de la vinya esta considera-
da una de les malalties d’origen viric que afecten els cultius de vinya més
destructiva economicament. La reduccié de la productivitat d'un camp in-
fectat pot variar des dun 5 % fins a més del 60 % si la infeccié és molt greu.
Encara que les perdues en les collites anuals siguen limitades, la GLD té un
impacte dany6s acumulatiu, que afectara la viabilitat i la produccié del camp
a llarg termini. Els estudis han determinat que I'agent etiologic principal de
la malaltia és el GLRaV-3. Filogenéeticament, aquest virus té sis grups de va-
riants genetiques, i vist com avanca el desenvolupament de les tecnologies
de seqlienciacio, cal esperar que se’n trobaran més variants. No es coneix el
paper que exerceix cadascuna de les variants en la GLD, ni tampoc es co-
neixen bé les interaccions que tenen amb els seus vectors. Cal destacar la
construccio de clons de ¢cDNA del virus GLRaV-3 biologicament actius feta
per Jarugula et al. (2012), i la seua utilitat a 'hora d’estudiar la replicacio del
genoma i 'expressié dels gens virals, la funcié desconeguda d’alguns gens i
també la funcié de les regions del genoma amb alta variabilitat, com la
SUTR. Sera necessari 'esfor¢ d’investigar metodes de deteccié rapids, relati-
vament barats i prou sensibles per a detectar totes les variants del GLRaV-3
i els altres virus causants de la malaltia, per a esclarir els dubtes que hi ha en
la seua transmissio i etiologia, a més a més de proveir tecniques assequibles
per als vivers que comercien amb portaempelts i altres materials vegetals.

Les noves revisions sobre la taxonomia i la filogenia de la familia Closte-
roviridae, que s’estan fent gracies al nombre creixent de seqiencies nucleo-
tidiques completes disponibles, permeten entendre millor 'evolucio, la ge-
netica de poblacions i 'epidemiologia dels virus d’aquesta familia, entre els
quals els GLRaV.

Hi ha hagut una gran tasca de recerca en les darreres tres decades, que
ha acumulat milers de publicacions respecte a la malaltia de 'enrotllament i
als virus associats, encara que haja disminuit el nombre de publicacions du-
rant els Gltims anys. El conreu de vinya és economicament importantissim
per a molts paisos, a causa de la gran demanda que hi ha dels productes
derivats del raim. Franca, Italia, Espanya, els EUA i la Xina son els primers
productors de vi del mon, i Espanya és el pais amb més superficie d’aquest
conreu, segons l'informe estadistic de 'Organitzacié Mundial de la Vinya i el
Vi (OIV, 2013). Un conreu amb 7.528.000 ha arreu del moén (OIV, 2012) ha
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de concentrar 'atencié de molta gent, i €s important no desatendre la malal-
tia d’origen viric més destructiva, que és la GLD.

Es necessari tenir i aplicar bons programes de control i gesti6 de la ma-
laltia a les regions on es cultiva la vinya. Es poden utilitzar molts metodes i
tecniques, com s’ha vist. Pero el que sembla més important és que hi haja
protocols de detecci6 dels agents etiologics als vivers que comercien amb
plancons; que hi haja programes de quarantena i tecniques de diagnosi de
les malalties per al material vegetal importat d’altres regions; la preséncia
d’indicadors biologics a les zones de cultiu pot ser util. I utilitzar practiques
de cultiu raonables i fer Gs del control biologic dels vectors sempre que siga
possible son mesures preventives que poden ser eficaces en el control de la
propagacio de la malaltia.
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