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CAPITULO I: MONOGRAFIA



Introduccion

El género Vitis, es el tnico de los méas de 15 generos que componen la familia Vitaceae que
tiene frutos comestibles, convirtiéndose en el género de mayor importancia econémica
dentro de esta familia (Einset y Pratt, 1975; Riaz et al., 2010). Este género esta dividido en
dos subgéneros, Muscadinea Planch., cuyos miembros tienen un nimero de cromosomas
somaticos de 40 (2n=40) y Euvitis Planch., que tiene un numero de cromosomas somaticos
de 38 (2n=38). A este Ultimo subgénero pertenece la mayor parte de las especies de Vitis,
incluyendo la uva de mesa y de vino (Vitis vinifera L.) y las especies americanas (Vitis
rupestris, Vitis riparia, Vitislabrusca, Vitis aestivalis, Vitis cinerea) utilizadas como
portainjertos y como fuente de resistencia a enfermedades. En el mundo existen alrededor
de 60 especies de Vitis, concentrdndose principalmente en Asia y América del Norte
(Mullins et al., 1992; Riaz et al., 2007a).

Vitis vinifera (L.) es una planta perenne de hoja caediza, de habito trepador que bajo cultivo
requiere ser formada sobre alguna estructura de soporte (parron o espaldera) para potenciar
su productividad, optimizar su crecimiento y calidad. Es una especie altamente
heterogénea, razon por la cual es necesario propagarla mediante la generacion de “clones”
para mantener sus caracteristicas distintivas y significancia econémica (Riaz et al., 2007a).
La mayoria de los cultivares comerciales de vides (V. vinifera) presentan flores
hermafroditas que contienen estambres y pistilos funcionales; estas flores se ubican en
inflorescencias que originan un racimo de uvas cuyo fruto se clasifica como baya. Muchas
uvas presentan frutos con semillas, pero también varios cultivares producen frutos sin
semilla (estenoespermocarpia), siendo este uno de los atributos més importantes en uvas de
mesa y para pasas. El fruto es no climatérico, por lo que la baya no continia madurando
una vez removida del raquis (Mullins et al., 1992).

Como la mayoria de las especies frutales de importancia comercial para el pais, el cultivo
de la vid esta basado integramente en variedades desarrolladas en el extranjero, con la
subsecuente dependencia estratégica y comercial que esto implica. De este modo, las
variedades importadas responden generalmente a rasgos agrondémicos derivados de los
requerimientos suscitados fuera de la region y de gran interés econémico como la calidad
de la fruta hasta la resistencia a fitopatogenos. En este sentido, los programas de
mejoramiento fruticola orientados a la solucién y demanda de problemas maés locales deben
recorrer un gran camino antes de generar nuevas variedades con valor agregado.



Importancia econémica del cultivo de la vid

La vid es cultivada en mas de 80 paises en el mundo y al afio 2012 la superficie mundial
plantada con vides era de 6.969.363 hectareas cuya mayor parte estd destinada a
vinificacion. Los paises con las mayores superficies plantadas son Esparfia, Francia, Italia,
China, Turquia y EUA (FAOSTAT, 2014) . Los vifiedos de América del Norte y Sur se
mantuvieron en expansion alcanzando los 1.002 Mha. Esta evolucion se atribuye
principalmente a las variaciones positivas manifiestas desde 2006 en tres paises productores
preponderantes: Brasil, Chile y Estados Unidos (O1V, 2014).

En Chile, la produccién de vides se concentra entre los 27° y los 35° de latitud sur (Il a la
V11 region) siendo el frutal de mayor importancia para el pais, tanto en superficie plantada
como en ingresos por las exportaciones. De acuerdo a los datos informados por ODEPA
(2014) las vides que producen uvas para vinificacion, pisco, de mesa y pasas representan en
conjunto el 60% del total de la superficie frutal del pais. La uvade mesa representa el 20%
del total de la superficie frutal con 52.234 ha plantadas. Al afio 2013, de las 2.706.201
toneladas de frutas exportadas, 856.355 toneladas corresponden a uva de mesa
representando el 32% del volumen exportado siendo la principal fruta de exportacion del
pais originando un ingreso FOB de US$ 912.557.000 y posicionando a Chile como el lider
mundial en la exportacién de uva de mesa (Cuadro 1)(OIV, 2014). Los principales
mercados de destinos de la uva chilena son EUA, Europa y Asia , cerca del 50% de la fruta
se exporta a EUA y entre el 20-25% a Europa (ODEPA, 2014). Si bien el mercado Asiatico
ha adquirido importancia los Gltimos 10 afios los volimenes enviados son variables (10-
23%) debido principalmente a la condicion de la fruta producida en la temporada ya que
ésta debe soportar cerca de 45 dias de viaje antes de alcanzar su destino final (ODEPA,
2014).

Cuadro 1.- Resumen de superficie, produccion y exportacion de Vid de mesa producida en
Chile y su relacion (en porcentaje) con la superficie, produccion y exportacion a nivel
mundial.

2011 MUNDIAL Chile %

Superficie 7.517 (1000 ha) 200 (1000 ha) 3%
Produccién de Uva de mesa 212.640 (100 t) 8.670 (100 t) 4%
Exportacion de Uva de mesa 39.096 (100t) 8.300 (100t) 21%

Ultima actualizacion : 18/07/2014 ©

Las principales variedades exportadas por Chile son ‘Red Globe’ (33,9%), ‘Crimson
Seedless’ (21,7%),  ‘Thompson Seedless’ (20,8%) y ‘Flame Seedless’ (11,2%),
concentrandose en estas cuatro variedades foraneas el 87% de las exportaciones del pais
(ODEPA, 2014). El mercado mundial esta siendo cada vez mas exigente en cuanto a la
diversidad de productos, las nuevas variedades desarrolladas en el extranjero ya no son de
dominio publico y sus obtentores pueden limitar el acceso a ellas o restringirlo a través de
licencias de exclusividad u otros mecanismos, ya sea por razones comerciales o
simplemente por estrategia de competitividad de los paises. Un claro ejemplo de lo anterior



lo constituye la situacion de ‘Midnight Beauty’, desarrollada en California por la empresa
“SunWorld”, cuyo uso estd sujeto a una serie de restricciones, como la exclusividad de
comercializacion por ciertos viveros y la regulacion de las hectareas posibles de plantar
porque las plantas no se venden, sino que se entregan en comodato a los productores.

Por estas razones casi todos los competidores de Chile en el hemisferio sur como Perq,
Brasil, Nueva Zelandia, Australia y Sudafrica poseen programas de mejoramiento genético
para esta especie. Lo anterior implica que en el actual sistema competitivo mundial los
paises que no cuenten con germoplasma, programas de mejoramiento genético y variedades
propias, perderan competitividad porque no contaran con moneda de cambio para facilitar
el acceso a nuevas variedades producidas por otros programas del mundo (FIA, 2014). El
cultivo de vides en Chile estd basado integramente en variedades desarrolladas en el
extranjero con la subsecuente dependencia estratégica y comercial que esto implica. De este
modo, las variedades importadas responden generalmente a caracteristicas agrondémicas
derivadas de los requerimientos suscitados en el Hemisferio Norte, yendo desde la calidad
de la fruta hasta la resistencia a fitopatdgenos propias de ese entorno.

Las cifras del mercado son alentadoras, por lo tanto para mantener el producto nacional
vigente dentro del mercado internacional, es necesario invertir en tecnologias que permitan
mantener la fruta en el mejor estado, considerando la seleccion de las variedades a cultivar
y un manejo en campo que permitan finalmente generar condiciones 6ptimas de produccion
y sanidad vegetal. Los cultivos chilenos no son inmunes frente al ataque de fitopatdogenos
virales, bacterianos, insectos, nematodos y en especial fingicos; debido a esto, para el
control en campo se invierten grandes sumas de dinero con la finalidad de acotar la
propagacion de los fitopatégenos. Las vides deben cumplir con parametros de carga
infectiva y de no ser tratadas a tiempo los efectos negativos producen pérdidas en post-
cosecha y durante el periodo de traslado de la fruta hacia los grandes mercados
consumidores perjudicando directamente a todo el comercio asociado a la vid.
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Informacion general sobre algunas plagas y enfermedades que afectan al
cultivo de la vid

A nivel mundial, la vid es planta hospedera de una gran diversidad de plagas y
enfermedades que pueden llegar a provocar graves dafos mecanicos y/o fisiologicos
afectando tanto la calidad de los racimos como la produccion. En Chile, los cultivos
vitivinicolas y pisqueros no forman parte de ninguna excepcion, por lo que también se ven
afectados por fitopatdgenos que pueden traer consigo pérdidas econdmicas, si no se toman
las medidas adecuadas de prevencién y/o control. Es asi como debido a la incidencia de
diversas enfermedades es posible identificar un grupo de fitopatdgenos que se encuentran
distribuidos en gran parte de pais y que son los agentes causales enfermedades conocidas
como oidio y pudricion gris; pudricion 4cida; falsa arafiita roja de la vid, chanchito blanco,
virus y nematodos. A continuacion, se detallaran las enfermedades de mayor impacto
dentro del cultivo por su amplio rango de extensién por todo el territorio nacional
describiendo para cada una sus caracteristicas, sintomas y alternativas biotecnoldgicas
enfocadas al control de las enfermedades.

Las enfermedades producidas por virus estan presentes desde hace tiempo en los vifiedos.
Actualmente ha sido posible identificar a mas de 60 virus que infectan a la vid, aunque solo
algunas especies son importantes por el dafio econdmico que generan, tanto por su
intrinseca agresividad como por su amplia diseminacion en los cultivos (Engel et al., 2010).
Dos de los principales virus que influyen negativamente en el desarrollo de las plantas y
por lo tanto, en la calidad de la produccion de las plantas de vid son GFLV (“Grapevine
fanleaf virus™) o Virus de la hoja en abanico de la vid y GLRV (“Grapevine Leafroll virus”)
o0 Virus del enrollamiento de la hoja de la vid.

GFLV es un nepovirus que puede ser transmitido de manera no persistente por el nematodo
Xiphinema index (Cotten et al., 1971; Das y Raski, 1968; Mayo y Robinson, 1996) y
mediante la injertacion de material infectado. Las principales sintomatologias corresponden
a la formacion de mosaico amarillo y aclaramiento de venas de la lamina foliar en conjunto
con la malformacion en forma de abanico. Este virus causa un rdpido decaimiento en los
cultivares afectando la cuaja, maduracion de la fruta, disminuyendo el rendimiento y la
calidad de esta (Andret-Link et al., 2004). Durante décadas se han desarrollado variedades
resistentes al nematodo vector, como el cv. ‘Harmony’, ‘Schwarzmann’ o ‘Freedom’,
encontrando una solucion parcial a la propagacion del virus dentro del vifiedo (Christensen
et al., 2003; Ferris et al., 2012).

Otro agente viral altamente infectivo es GLRV, un closterovirus que se propaga
principalmente mediante la injertacion sobre material infectado, aunque también se ha
descrito que puede ser diseminado por insectos de la familia de los Planococcus sp. y
Pseudococcus sp. (Engelbrecht y Kasdorf, 1984; Engelbrecht et al., 1994; Petersen y
Charles, 1997). Una sintomatologia caracteristica es que en periodos estivales las hojas se
enrollan hacia el haz, exponiendo las areas intervenales que adquieren una coloracién
amarillo brillante o rojizo, permaneciendo aun verde la vena principal. Las bayas son de
menor tamafio a la cosecha e incluso en variedades coloreadas las bayas pueden
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permanecen verdes. No se han reportado especies resistentes a la infeccion del vector o del
virus, por lo tanto, el uso del mejoramiento convencional no es una opcién viable para
desarrollar, apuntando directamente hacia la generacion de variedades resistentes al virus
utilizando la ingenieria genética (Fuchs, 2007).

Con respecto a las enfermedades producidas por bacterias, una de las mas comunes es la
Agalla de la corona, producida bacterias de la familia Agrobacterium spp., y caracterizada
por la formacion de tumores en la parte baja del tronco, sobre y bajo el suelo. Estos tumores
presionan los vasos conductores, obstruyendo e interfiriendo en el flujo de agua y
nutrientes. Esta bacteria puede estar presente en la planta sin que se observen sintomas, por
lo que la propagacion de la enfermedad es principalmente mediante material infectado
usado como fuente de injerto. La generacion de vides resistentes a esta enfermedad se
realiz6 transfiriendo a una serie de embriones somaticos de diferentes porta-injertos, un
plasmidio con la forma truncada de virE2 que codifica a la proteina de unién al T-DNA de
hebra simple y que puede asociarse de forma no covalente a lo largo de la longitud de esta y
protegerlo de la degradacion (Citovsky et al., 1988; Christie et al., 1988). La expresion de
este plasmidio confiere resistencia a la agalla de la corona, observandose una substancial
reduccioén del porcentaje de sitios inoculados con la bacteria y que fueron capaces de
producir la enfermedad con respecto a plantas silvestres (Krastanova et al., 2010).

Otro problema fitosanitario de origen bacteriano es la Pudricion acida, provocada por
diversos géneros de bacteria pertenecientes principalmente al grupo Acetobacter. Estas
bacterias viven en restos organicos de hojas, yemas o frutos momificados y son trasmitidos
principalmente por las patas de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster). La
pudricion &cida se caracteriza por la descomposicion de las bayas maduras, produciendo la
pérdida de cualidades organolépticas de las bayas y racimos utilizados para la vinificacion
debido al incremento de la acidez de los restos de fruta infectados (Duncan y Stapleton,
1994; Pinilla y Alvarez, 2002).

La pudricion gris y el oidio son las principales enfermedades fungosas que afectan el
cultivo de la vid en Chile. El control quimico de estas enfermedades, suele perder eficiencia
sistematicamente debido al desarrollo de resistencia por parte del fitopatdgeno (Jones et al.,
2014; Leroch et al., 2011). Ademas del alto costo de produccion, la aplicacion de fungicidas
tiene un significativo efecto sobre la contaminacion del medio ambiente y sobre la salud de
los trabajadores agricolas.

El agente causal de la pudricién gris, es Botrytis cinerea (Pers.), [tel. Botryotinia
fuckeliana (de Bary)], un hongo necrotréfico, de organizacion filamentosa y que pertenece
al orden de los Helotiales. Es capaz de producir estructuras llamadas esclerocios como
forma de resistencia en invierno y que en ambientes favorables, se caracteriza por generar
un abundante micelio gris que da el nombre a la infeccion. Ambas formas germinan en
primavera para producir conidioforos, en cuyos extremos terminales se generan los
conidios (estructuras reproductivas asexuales) que seran dispersados por el viento y lluvia
causando nuevas infecciones (Canessa et al., 2013; Giraud et al., 1997). La pudricion gris
afecta a una serie de cultivos, por lo que se indica que el agente fungico posee un amplio
rango de hospederos produciendo dafios severos a nivel econdmico en la agricultura
mundial (Elad et al., 2004; Keller et al., 2003). El control de la pudricién gris se ve
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dificultado por la capacidad del hongo de infectar varios organos de la planta durante su
desarrollo y por su rapido ciclo de vida de germinacion, colonizacion y esporulaciéon en
campo. Se han descrito un amplio rango de condiciones, incluyendo las bajas temperaturas,
altos porcentajes de humedad en conjunto con condiciones de oscuridad, las que permiten
la activacion de la enfermedad causando significativas pérdidas en pre y post-cosecha
(Fernandez-Baldo et al., 2011). En uvas, las inflorescencias pueden llegar a ser infectadas
durante el periodo de cuaja sin presentar sintomas evidentes. Durante este proceso, el
patégeno permanece latente hasta una muy temprana etapa de desarrollo (Choquer et al.,
2007; Powelson, 1960). El largo periodo de latencia que existe desde la infeccion hasta que
aparecen los primeros sintomas en los frutos maduros dificulta el control del patdogeno por
fungicidas y también aumenta la susceptibilidad a la seleccion de cepas resistentes a estos
(De Kock y Holz, 1992; Jarvis, 1994).

Los cultivos de vid también son afectados en una gran proporcidon por patégenos biotroficos
fingicos representados principalmente por el Oidio (Erysiphe necator sin. Uncinula
necator Burr). Este patogeno afecta a todos los tejidos suculentos de la vid, incluyendo
tallos, fruta y principalmente hojas en las cuales es posible observar la sintomatologia
caracteristica de la enfermedad: la generacion de una cubierta de micelio gris-blanquecino
en forma de estrella en el lado axial de las hojas (Feechan et al., 2011; Gadoury et al.,
2012). Esa capa de micelio genera retraso en el desarrollo de la baya, afectando la tasa
fotosintética, que se traduce en la reduccion del contenido de azlcar de las bayas y pérdida
del sabor en variedades viniferas (Campbell et al., 2007).

Aunque se han descrito fuentes naturales de resistencia a hongos en Vitis spp., su
transferencia a cultivares de Vitis vinifera ha sido parcial, principalmente debido a que la
fruta obtenida en estas cruzas no cumple con los estdndares requeridos para su
comercializacion (Alleweldt y Dettweiller, 1994; Peterlunger et al., 2003; Vidal et al.,
2006a), por lo que aun queda mucho por desarrollar para lograr integrar genes de
resistencia a hongos en variedades de interés comercial. De forma alternativa, se ha
desarrollado la tecnologia de transformacion genética o transgenia de vides. Esta tecnologia
permite la transferencia especifica de genes conocidos desde una especie no relacionada
hacia una especie vegetal especifica de interés, de forma que ésta incorpore los rasgos
determinados por ese gen. En este campo, uno de los aspectos de mayor desarrollo es
precisamente la introduccion de resistencia a fitopatdgenos fungicos.
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Programas de mejoramiento genético y colecciones de germoplasma

Mejoramiento genético convencional

Para que una nueva variedad sea exitosa debe presentar caracteristicas superiores para
produccién y/o calidad. La productividad define la cantidad de producto mientras que la
calidad generalmente decide el precio obtenido. La calidad es un parametro importante en
la comercializacion de la uva de mesa y define que una variedad se inserte en el mercado.
Los atributos de calidad incorporados dentro de los objetivos de la mayoria de los
programas de mejoramiento de uva de mesa son apirenia, firmeza, uniformidad del tamafio
de la baya, buen color y apariencia, buena estructura de raquis, buena capacidad de
almacenaje y transporte, estructura de racimo y compactacion, resistencia a enfermedades y
épocas de maduracion (Einset y Pratt, 1975; Riaz et al., 2007a). La mayoria de los paises
productores de uva poseen programas de mejoramiento genético. Entre ellos se cuenta a los
EUA, Francia, Italia, Espafa, Australia, Israel, China, Alemania, Japén, Rusia, Hungria,
Argentina, Brasil, Chile, Turquia, Iran, Grecia, Sudafrica, Portugal y paises del norte de
Africa (Hinrichsen et al., 2006).

En EUA, el USDA (“United States Department of Agriculture ) trabaja constantemente en
mejoramiento de uva de mesa y pasas, tanto en atributos de calidad como en resistencia a
enfermedades. Los primeros cruzamientos se realizaron en 1923 y la primera variedad de
uva de mesa, ‘Cardinal’, fue liberada en 1946. A la fecha han liberado 18 nuevas
variedades, donde se incluyen variedades tan conocidas como ‘Flame Seedless’, mejorada
por John Weinberger y liberada en 1973, la que se ha convertido en la principal variedad
rosada a nivel mundial. Posteriormente, D. Ramming (USDA-Fresno) ha presentado
muchas selecciones promisorias, algunas de las cuales se han convertido en importantes
variedades como es el caso de ‘Crimson Seedless’, liberando en los ultimos cuatro anos las
variedades ‘Autumn King’, ‘Sweet Scarlet* y ‘Scarlet Royal‘. Los principales objetivos del
programa son obtener variedades sin semilla, de gran calibre, con buena aptitud de
transporte y almacenaje, de colores blancos, negros y rojos que maduren en diferentes
épocas; dando énfasis al desarrollo de uvas blancas tempranas con gran calibre, bajo
requerimiento de mano de obra parar arreglos de racimos, buen desarrollo de azucar y una
apariencia atractiva. También estan enfocados en obtener variedades con excelente calidad
de fruta que incorporen ademas resistencia a enfermedades como el oidio, causada por el y
la enfermedad de Pierce, causada por la bacteria Xylella fastidiosa. EI programa también
desarrolla marcadores moleculares para ambas fuentes de resistencia (Ramming et al.,
2011; Ramming et al., 2012).

Ademas, USDA posee dos grandes colecciones publicas de germoplasma de uva, una se
encuentra en Geneva, Nueva York y la otra en Davis, California. La coleccion de Geneva
opera en conjunto con la Universidad de Cornell y se especializa en uvas adaptadas a
climas frios. El repositorio de Davis contiene una gran coleccidn de material proveniente de
todo el mundo. El listado de materiales disponibles de ambos sitios incluye variedades
comerciales de uva de uso actual, especies nativas y materiales provenientes de programas
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de mejoramiento que pueden ser interesantes para los mejoradores, investigadores e incluso
académicos.

En el Departamento de Viticultura y Enologia de UC-Davis, que data desde 1931, el Dr.
Andrew Walker trabaja en mejoramiento genético de portainjertos con resistencia a
nematodos, resistencia GFLV (Hwang et al., 2010), filoxera y salinidad (Ferris et al., 2012;
Grzegorczyk y Walker, 1998; Jin y Walker, 1999), mejoramiento para incorporar
resistencia a oidio y enfermedad de Pierce principalmente en uva vinifera (Ferris et al.,
2012), estudiando ademas la genética de la resistencia a estas enfermedades, su
heredabilidad, mapeo de genes y desarrollo de marcadores moleculares asociados (Riaz et
al., 2009; Riaz et al., 2007b). En la Universidad de Cornell, el Dr. Bruce Reisch trabaja en
mejoramiento genético de uva de mesa, para vino, jugo y climas frios. También desarrolla
portainjertos con resistencia a filoxera, nematodos, tolerancia a calcio, desarrollo radicular
que potencie tolerancia a sequia, frio y transgenia (Cheng y Reisch, 1989; Kikkert et al.,
2009; Lodhi y Reisch, 1995; Vidal et al., 2006b).

El programa de mejoramiento de la Universidad de Arkansas es el mayor programa de
mejoramiento de uva de mesa de los EUA fuera de California (Clark, 1997). Esta zona es
de mucho frio invernal y gran pluviometria en verano, por lo que en la region existe una
alta incidencia de enfermedades fungosas, lo que no permite el uso de variedades
tradicionales de V. vinifera. Por esta razon, han desarrollado variedades hibridas con V.
labrusca, especie mas adaptada a las condiciones climéaticas de la zona. Algunas
caracteristicas de calidad buscadas son la resistencia al frio invernal, variedades sin semilla
de mejor calidad, resistencia a la partidura (“cracking”) y resistencia a enfermedades. Las
principales variedades liberadas por este programa han sido ‘Sunbelt’ (para jugo), ‘Venus’,
‘Reliance’, ‘Mars’, ‘Saturn’, ‘Jupiter’ y ‘Neptune’. Todas ellas son hibridos V. vinifera x V.
labrusca sin semilla, con sabor moscatel a “foxy”, caracteristico de V. labrusca. Una de las
caracteristicas de calidad buscada en este programa es el tipo de piel de la baya. Las
variedades de V. labrusca tienen un tipo de piel muy suelta, la cual se desprende con
facilidad al apretar la baya (“slipskin”). Esta caracteristica se transmite facilmente a los
hibridos con V. vinifera, se asocia a baja calidad por los consumidores y presenta problemas
de post-cosecha (Clark, 1997; Stafne y Clark, 2013).

El aporte de los capitales privados también se ha canalizado hacia la bisqueda de nuevas
variedades de vides. En California empresas comerciales como “Sunworld” (Dr. Michael
Striem) e “International Fruit Genetic” (Dr. David Cain) tienen potentes programas de
mejoramiento genético de uva de mesa. Los objetivos principales son sabor, calibre,
firmeza, apirenia, uniformidad del tamafio de la baya, buen color y apariencia, buena
estructura de raquis, buena aptitud de transporte y almacenaje, mejorar la estructura del
racimo para reducir costos de produccion, resistencia a enfermedades y madurez para
nichos especificos de mercado (Cain et al., 1984; Klein et al., 2000). EI segundo programa
mencionado, ademas de los objetivos mencionados, incluye obtencion de sabores exoticos
y moscatel, alta productividad, bajo desgrane y tolerancia a la sequia (patentes
US20070163017Al, US20070163018P1).
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Los paises europeos han desarrollado programas de mejoramiento que implican la
generacion de grandes colecciones de germoplasmas como producto final. En Italia, uno de
estos programas pertenece a la Universidad de Udine que es parte importante del grupo de
investigacion de uva y cuenta con un banco de germoplasma que ademéas de especies
nativas incluye cultivares locales e internacionales y lineas mejoradas que incorporaron
genes de resistencia a enfermedades (Riaz et al., 2007a). Las principales variedades de uva
mesa usadas son ‘Regina’ e ‘Italia’. ‘Regina’ es una de las variedades de mesa mas antigua,
apreciada por su sabor y apariencia, blanca, grande y eliptica. ‘Italia’, obtenida por el Prof.
Pirovano en 1911 mediante la cruza de las especies ‘Bicane’ con ‘Moscato d’Ambrogio’.
Esta es una las uvas de mesa mayormente comercializada en el mundo y muy apreciada por
su sabor levemente moscatel, su apariencia y su firmeza (ZIPMEC, 2013). Existen 343
variedades registradas, una vasta lista de variedades nativas que han sido colectadas y
analizadas (Gay-eynard y Mannini, 1998).

En Francia, el INRA (“Institut national de la recherche agronomique”) de Montpellier,
mantiene la mayor coleccion de recursos genéticos de vid, con 2.262 genotipos Unicos de
38 paises diferentes, los que representan la mitad del total de cultivares de uva existentes.
Esta coleccion ha sido genotipada mediante microsatélites (SSR) y fenotipada para 50
atributos morfologicos (Le Cunff et al., 2008; This et al., 2006). EI INRA ha trabajado
durante décadas en mejoramiento genético de vides por métodos convencionales, apoyados
en afios recientes por métodos biotecnologicos. Este trabajo ha considerado vides para vino,
mesa, portainjertos y ha estado orientado hacia mejorar la resistencia al oidio y el mildid,
resistencia al nematodo Xiphinema index y a la transmision del virus GFLV, a la obtencion
de variedades apirenas, de buen calibre, color, textura, y que soporten el frio invernal (-
25°C) (Bouquet et al., 2006). La primera variedad aceptada en el registro de variedades de
Francia fue ‘Danuta’, blanca, apirena, sin requerimientos de GAsz para crecimiento de
bayas, obtenida en 1964. Otras variedades liberadas han sido ‘Madina’, ‘Ora’, ‘Carla’,
‘Alvina’ y ‘Prima’, entre otras (Hinrichsen et al., 2006).

El Instituto de Mejoramiento de la Vid de Alemania (Geilweilerhof), concentra sus
investigaciones en variedades resistentes a enfermedades, variedades resistentes a estrés
abiodtico como sequia y frio, estudio de compuestos determinantes de sabor y aromas (Riaz
et al., 2007a; Riaz et al., 2007b). El Instituto mantiene colecciones de germoplasma de la
especie, incluyendo uva de mesa y maneja la base de datos Vitis (http://www.eu-vitis.de),
donde se describen las principales caracteristicas de unas 18.000 accesiones, incluyendo
datos ampelograficos, sinonimias, origen, parentesco, existencias en los bancos y usos
(Hinrichsen et al., 2006).

En Espafia, el IMIDA (Instituto murciano de investigacion y desarrollo agrario y
alimentario) de Murcia, tiene un programa de mejora genética de uva de mesa dirigido por
el Dr. Juan Carrefio, cuyo objetivo es la obtencion de variedades apirenas de alta calidad
productiva y organoléptica, que se cosechen en diferentes épocas del afio, de modo de
ampliar el calendario productivo, que sean poco exigentes en técnicas de cultivo y de buena
calidad de racimos y bayas (Carrefio et al., 2005; Lopez-Pérez et al., 2005). El programa
estd apoyado por el uso de marcadores geneticos moleculares que permiten la evaluacion
precoz de los caracteres mas importantes de calidad y productividad. Para ello se trabaja en
la construccion de un mapa genetico utilizando marcadores moleculares (microsatélites y
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otros), para el mapeo de los loci responsables de caracteres poli-génicos como la apirenia,
precocidad, tamafio de baya, fertilidad de yemas, el sabor y firmeza de la baya (Hinrichsen
et al., 2006).

En lIsrael, la Organizacion de Investigacion Agrondémica (ARO) en el centro Volcani,
desarrolla el programa de mejoramiento genético, donde se han considerado aspectos como
la época de madurez, firmeza y naturaleza crocante del fruto, alto contenido de azucar,
aromas especiales, racimos sueltos y uniformes, bayas naturalmente grandes, buena post-
cosecha y bajos costos de manejo, especialmente dirigido a bajo requerimiento de GA3 para
crecimiento. Las principales variedades liberadas por este programa son ‘Prime’, ‘Vered’,
‘Mystery’, ‘Spring Blush’, ‘Green-finger’, ‘Red-finger’ y ‘Black-finger’. Otro de los
aspectos de calidad enfocados por este programa es la obtencion de variedades sin semilla.
En este sentido han trabajado en la eliminacion de las semillas de plantas transgénicas de
‘Red Globe’ y selecciones locales mediante la incorporacion de genes que producen
ablandamiento de la cubierta seminal o la incorporacion de un gen para la expresion de
estreptavidina, proteina obtenida de Streptomyces avidinii que se une fuertemente a la
biotina en los estados embriogénicos tempranos, impidiendo la formacién de la semilla
(Ginzberg et al., 2004; Hanania et al., 2009; Perl et al., 1996).

En Australia, el CSIRO tiene un programa de mejoramiento genético en vides de mesa,
apoyado por estudios genémicos, orientados al color y aroma, calidad de fruta, en aspectos
como genes reguladores de floracion y desarrollo de frutos, resistencia a enfermedades, y
como afecta el manejo agrondmico la actividad y expresion de estos genes. La post-cosecha
también es un area de fuerte estudio, para ayudar a los exportadores a llegar con productos
de calidad a los mercados distantes. El programa de mejoramiento de uva de mesa ha
liberado la variedad ‘Maroo Seedless’, negra, grande, sin semilla y ‘Millennium Muscat’,
temprana con semilla y de sabor moscatel. Ademas del programa de uva de mesa, desde
1960 han desarrollado un programa de mejoramiento de vino y portainjertos. La produccion
en Australia se ha basado en clones seleccionados por CSIRO o variedades entregadas por
ellos (Wei et al., 2002).

En Sudafrica, el Centro Tecnologico de Investigacion de Frutas y Alimentos en
Stellenbosch el mejoramiento en uva de mesa ha estado orientado a la obtencién de
variedades sin semilla, tardias o rosadas de media estacién, de facil manejo agronémico y
de buena aptitud de post-cosecha tales como ‘Regent’, ‘Sun-Red Seedless’, ‘Sundance’,
‘Muscat Seedless’, ‘Regal Seedless’ y ‘Lady Ann' (Burger y Botha, 2004).

En Chile, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) inici6 el afio 1986 en el
Centro Regional de Investigacion La Platina, un programa de mejoramiento, con el objetivo
de desarrollar variedades de calidad y prolongada vida de post-cosecha. El énfasis del
programa de mejoramiento chileno esta en la obtencidn de variedades apirenas, para lo cual
se recurre principalmente al cruzamiento de padres no semillados y al posterior rescate de
embriones con el objeto de optimizar la obtencion de progenies sin semilla (Hewstone et
al., 2006; Pommer et al., 1995). A la fecha se han realizado mas de 550 cruzamientos entre
variedades comerciales de diferentes colores y épocas de maduracion (‘Beauty’, ‘Superior
Seedless’, ‘Flame Seedless’, ‘Perlette’, ‘“Thompson Seedless’, ‘Centennial’, ‘Red Seedless’,
‘Black Seedless’, ‘Ruby Seedless’, etc.), incorporandose durante los ultimos afios
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segregantes promisorios obtenidos en el propio programa. Hasta el afio 2006, se generaban
anualmente entre 500-850 segregantes, logrando registrar el afio 2006 las primeras dos
variedades: ‘Ilusion’, que se caracteriza por producir racimos conicos de 750 a 1.000 g con
bayas esféricas, parcialmente semilladas y de color &mbar a verde, con calibres de unos 20
mm y de sabor moscatel; e ‘Isela’, con racimos cénicos de 750 a 1.000 g y bayas de 20 mm
sin semilla, de color verde y forma esférica, que se alargan cuando se les aplica GAs
(Hewstone et al., 2006, 2007). A partir del aio 2007 con el financiamiento del Consorcio
de Biotecnologia Fruticola S.A. el nimero anual de segregantes, obtenidos a partir del
rescate de embriones desde semillas o rudimentos obtenidos de bayas polinizadas
artificialmentese, ha aumentado a 2.500 segregantes. Como producto de este trabajo, se han
generado segregantes promisorios que reunen diversas caracteristicas de interés,
evaluadndose actualmente unas 20 selecciones a nivel pre-comercial en cinco 0 mas sitios
agroecologicos.

Actualmente, los principales objetivos de mejoramiento son apirenia, calibre, firmeza,
uniformidad del tamafio de la baya, buena apariencia, buena aptitud de almacenaje y
transporte, en uvas de diferentes colores y diferentes épocas de madurez. En los ultimos afios
se ha incorporado la estructura de racimo, de modo de privilegiar la produccién natural de
racimos sueltos que permitan reducir costos de produccion. La mas reciente variedad
presentada por INIA corresponde a “Iniagrape-one” (Uquillas et al., 2013), correspondiente a
una variedad apirena, de color negro y de media estacion, presenta una buena respuesta a la
aplicacion de GA3, generando racimos conicos, de tamafio medio-grande que pesan 600 a 800
g, lo que permite un facil arreglo de racimos y cosecha. Con respecto a sus cualidades
organolépticas, posee un excelente balance de sabor azlcar/acidez y bayas firmes no
crocantes. Ademas de estas caracteristicas, es Optima para su trasporte y comercializacion a
largas distancias, su vida de post cosecha es por sobre los 90 dias, los racimos mantienen
excelente apariencia y sabor, el raquis se mantiene verde, las bayas no desgranan y es muy
tolerante al desarrollo de hongos en el almacenaje. EI programa de mejoramiento genético de
uva cuenta con una coleccion de germoplasma, establecida en La Platina, que incluye unos 70
genotipos de vides de los cuales 41 corresponden a uva de mesa.
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Mejoramiento genético no convencional

El uso de la mutagénesis inducida a través de radiaciones ionizantes o de productos
quimicos es una técnica que ha resultado en la obtencion de un sin nimero de variedades de
diferentes especies, mejoradas para caracteres de interés que no siempre estan presentes en
la especie. Variabilidad somaclonal y mutagénesis inducida con rayos gamma fueron
descritos en el cv. ‘Podarok Magaracha’, en el que se indujo un 7% de tetraploidia
(Kuksova et al., 1997). Por otro lado, en el trabajo de Khawale et al. (2004), fue generada
una poblacién de mutantes que fueron analizados mediante RAPD. El 36,6% de estos
presentaron polimorfismos estables, por lo que fueron clonados in vitro y posteriormente
transferidos a un invernadero, generando una de las primeras selecciones de mutantes
seleccionados de manera especifica mediante técnicas moleculares (Khawale et al., 2006).

Con la finalidad de inducir variabilidad genética mediante mutagénesis, fueron aplicadas
diferentes dosis de etilmetanosulfonato (EMS), dietilsulfato y azida sddica (Acanda et al.,
2014; Wallace et al., 2006). Los descendientes evaluados en terreno mostraron variabilidad
en forma de bayas y racimos, fertilidad de flores (millerandaje), presencia y tamafio de
rudimentos y semillas, color y época de madurez. En general, las mutaciones resultaron en
fenotipos de inferior calidad que las variedades originales, exceptuando algunos casos,
como una mutacion de forma y color de baya del cv. ‘Ruby Seedless’.

Un rasgo de gran interés a desarrollar es la resistencia a hongos. La introduccion de esta
resistencia mediante mejoramiento no convencional, utilizando prototipos identificados,
podria incrementar la produccion y a la vez, reduciria los costos derivados de la aplicacién
de fungicidas, con la subsecuente reduccion en la contaminacion ambiental y en los riesgos
que la aplicacion de estos productos ejerce sobre los trabajadores. En las especies del
género Vitis, se han encontrado fuentes genéticas de resistencia a muchas enfermedades
fingicas y su transferencia a cultivares de Vitis vinifera ha sido parcialmente exitosa, ya
que no han sido generadas variedades comerciales mediante transformacion genética, pero
si se han desarrollado varios hibridos interespecificos de gran interés (Balik et al., 2013; Li
et al., 2011; Thimothe et al., 2007), los que podrian posibilitar la introgresion de sus genes
de tolerancia a enfermedades fingicas hacia cultivares de interés. Por lo tanto, el uso de
procedimientos alternativos tales como la transformacion genética de vid ha llegado a ser
de especial interés a partir del ano 1996 (Kikkert et al., 1996), principalmente apoyada por
el uso de los sistemas de embriogénesis somaticas, los cuales estan en continuo desarrollo y
optimizacion (Li et al., 2008; Tapia et al., 2009).

Es posible generar, mediante la transformacion genética de Vitis, la transferencia de genes
que sobre-expresan proteinas o sustancias antifingicas producidas por plantas (Coutos-
Thevenot et al., 2001; Hain et al., 1993), incrementando la reaccion de hipersensibilidad
por la expresion de algunos genes de sus rutas (Chen et al., 1996; Punja, 2006; Rommens et
al., 1995) , o por la transferencia de genes que codifican péptidos antimicrobiales (Li et al.,
2001; Vidal et al., 2006a; Vidal et al., 2006b) o enzimas antifingicas como quitinasas o
glucanasas de plantas (Chye et al., 2005; Vellicce et al., 2006; Yamamoto et al., 2000),
levaduras (Carstens et al., 2003), hongos microparasitos (Bolar et al., 2001; Carsolio et al.,
1999; Emani et al., 2003; Esposito et al., 2000; Liu et al., 2004), entre otros.
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Una alternativa para reducir la incidencia de Botrytis es la introducciéon de genes que
exacerben los sistemas de defensa de las plantas. El primer trabajo en esta linea lo
constituye la introduccion del gen que codifica para la enzima estilbeno sintetasa (STS, EC
2.3.1.146) de vid en plantas de tabaco. En las plantas transformadas con este gen se
incrementaron los niveles endogenos de la fitoalexina resveratrol concomitantemente a una
mayor resistencia a la infeccion por Botrytis (Hain et al., 1993). Una segunda aproximacion
corresponde al uso de una endoquitinasa extracellular de 42kDa (ech42, EC 3.2.14) de
Trichoderma harzianum 'y Trichoderma virens. Se ha descrito que esta quitinasa cumple un
papel importante en el control bioldgico de Botrytis cinerea y otros patégenos (Woo et al.,
2002; Woo et al., 2006).

El uso de estos genes ha permitido la generacion de lineas transgénicas tolerantes en
muchas especies de papa y tabaco (Lorito et al., 1998), manzana (Bolar et al., 2000);
petunia (Esposito et al., 2000), brocoli (Mora-Avilés y Earle, 2004), algodon (Emani et al.,
2003) y uva (Kikkert et al., 1996). Existen otras endoquitinasas identificadas en
Trichoderma como chi33, proteina simil a las quitinasas tipo III de plantas (Limoén et al.,
1995), que han mostrado inducir fenotipos tolerantes en tabaco tanto para estrés bidtico
(Rhizoctonia solani'y Pseudomonas syringae pv. tabaci) como estrés abidtico (metales
pesados) (Dana et al., 2006). Por otro lado, una quitinasa de mayor peso molecular aislada
de T harzianum P1, la N-acetyl--D-hexosaminidasa (nag70, EC 3.2.1.52) también ha sido
usada en la generacion de manzanas ‘Marshall Mclntosh’ para generar lineas transgénicas
tolerantes a Venturia inaequalis (Bolar et al., 2001). La actividad sinérgica obtenida
utilizando la combinacion de estos genes de enzimas quitinoliticas de Trichoderma spp. ha
sido ampliamente usada permitiendo la generacion de altos niveles de tolerancia cuando
estan juntos (Bolar et al., 2001; Dana et al., 2006; Liu et al., 2004)

Gracias a dos grandes programas de mejoramiento no convencional de vitis, en territorio
nacional se ha desarrollado la plataforma de trasformacion genética y cultivo in vitro de
material generado mediante embriogénesis somadtica, utilizado principalmente en la
obtencion de plantas de vid transgénicas resistentes a fitopatdgenos (Tapia et al., 2009). Las
vides transgénicas desarrolladas como productos finales de estos proyectos, expresan genes
de quitinasas de Trichoderma spp. en niveles que permiten reducir el impacto de la
infeccion de la pudricion gris y oidio sobre la planta, resultados detallados en profundidad
en la proxima seccion.
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Vides tolerantes a Botrytis cinerea

En Chile, desde el afio 2000 se han llevado a cabo dos proyectos FONDEF, de los cuales se
derivé la plataforma de transformacion genética de vid cultivar ‘Thompson Seedless’
(Reyes et al., 2005). En el marco del proyecto FONDEF D9911001, fue iniciada una linea
de investigacion y desarrollo para lograr el mejoramiento genético de la vid mediante
transgenia. En dicho proyecto, se logrdé optimizar la metodologia de transformacion
genética para introducir en vides genes relacionados con la resistencia al ataque de hongos
fitopatégenos. Como producto final de esta primera etapa, se obtuvieron plantas
transformadas, las que fueron evaluadas durante la ejecucion del segundo proyecto
FONDEF DO0111064. Ambos proyectos posicionaron a Chile en la frontera de la
biotecnologia aplicada a vides, la especie frutal de mayor relevancia para el pais.

Estos proyectos, desarrollados integramente por INIA-La Platina, permitieron Ia
implementacion de sistemas de embriogénesis somdtica y transformacion genética de la
variedad ‘Thompson Seedless’ utilizando Agrobacterium tumefaciens (sin. Rhizobium
radiobacter) como aproximacion técnica, para generar fuente de resistencia en el uso de
genes estudiados ampliamente y que codifican para enzimas quitinoliticas o quitinasas (EC
3.2.1.14) o que emplean la tecnologia de péptidos antimicrobianos (Vidal et al., 2006b;
Vidal et al., 2003) (Cuadro 2).

En la generacion de las lineas genéticamente modificadas (GM), se utilizaron dos clones
de la variedad ‘Thompson Seedless’: el clon TS, (procedente de Agricola Brown) y el clon
GI (procedente de la Universidad de Cornell). La mayoria de las lineas obtenidas a partir de
este programa se desarrollaron utilizando los genes chi42 y nag70 de Trichoderma
harzianum P1, y el gen chi33 proveniente de un aislado local de Trichoderma virens.
Alrededor de 3.000 lineas fueron establecidas exitosamente en invernadero, de las cuales
103 lineas representadas en 568 plantas GM se liberaron a un campo de bioseguridad en
Septiembre de 2004. Durante los periodos comprendidos entre 2006 y 2009, fueron
evaluadas ex vivo las 568 lineas, mediante ensayos de infeccion utilizando Botrytis cinerea
y analizando la capacidad de tolerar o resistir a nivel foliar, el dafio producido por el hongo
(Hinrichsen et al., 2004).

Cuadro 2.- Genes utilizados en el programa de transformacion genética de INIA-La Platina
(Proyectos FONDEF D9911001 y DO111064 ).

Genes Fuente

Endoquitinasas Trichoderma atroviride
Exoquitinasa Staphylococcus aureus
N-acetilglucosamina | Trichoderma atroviride
Glucanasas Trichoderma atroviride
Indolicina Reversa Péptido sintético
Magainina Péptido sintético




21

En forma adicional, en la temporada 2007-9 se realizo en el total de la poblacion, la primera
evaluacion de campo para determinar su grado de infeccion por oidio bajo la presion
natural a esta enfermedad que se registra durante la temporada estival en el sector de La
Platina. Esta evaluacion también fue ampliada a la determinacion de algunas de las
caracteristicas agrondmicas basicas que presentaba la poblacién, como la presencia de
frutos, forma de hojas, nimero de frutos por planta, entre otras.

Posterior a estos, fueron desarrollados dos proyectos focalizados en la aplicacion de las
plataformas implementadas. Es asi como para el desarrollo de los proyectos FONDEF
GO02P1002 y GO7I1003, fue necesario establecer un consorcio para la investigacion en
genomica de vegetales, incluyendo el modelo de Vitis vinifera. El desarrollo de estos
programas involucr6 la participacion de Universidades estatales y privadas, Institutos de
investigacion agropecuaria y a representantes del sector productivo privado, lo que
constituyd una red de investigacion con la masa critica requerida para un programa de
gendmica funcional de vid que apunta a caracteristicas de alto valor productivo y de calidad
y que a la vez, establece los fundamentos para otros proyectos futuros. Inicialmente, fue
desarrollado el estudio gendémico de una progenie experimental disefiada ad hoc y que
permita el desarrollo de un mapa genético de la vid; seguidamente, este trabajo permitié la
identificacion, generaciéon y validacion de marcadores moleculares que permiten la
seleccion temprana de ciertos caracteres de interés. Ademds, al contar con aporte de
privados, fue indispensable generar una serie de productos como la generacion de nuevas
lineas transgénicas de vid y nuevas variedades producidas utilizando las nuevas técnicas
gendmicas que fueron desarrolladas e instrumentos de propiedad intelectual, derivada de
los productos anteriores, bajo un contexto de administraciéon y promocion por parte de
BioFrutales S.A. (FONDEF G0911007).

En el presente trabajo, publicado recientemente en la revista Transgenic Research se
describe, de manera sistematizada, los primeros resultados generados a partir de la
evaluacion de estas lineas contra infeccion fingica durante tres temporadas consecutivas.
Se definieron las mejores lineas tolerantes en esta poblacion de plantas GM, utilizando para
ellos los niveles de infeccion obtenidos en sistemas de laboratorio disefiados
especificamente para B. cinerea, mas los niveles de infeccion determinados en campo para
la presion natural de oidio en el mencionado campo de bioseguridad. Se utilizaron diversos
analisis estadisticos para determinar un grupo de plantas GM y se realizo la caracterizacion
molecular de las lineas tolerantes a la infeccion fungica para definir el mejor prototipo
dentro de esta poblacion.
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Conclusion

Con la intencion de obtener caracteristicas deseables en vides que poseen un alto impacto
econdmico, se han desarrollado programas de mejoramiento genético enfocados al
desarrollo de nuevas variedades. Debido a que la aproximacion desde el mejoramiento
convencional ha sido parcialmente exitosa en la obtencion de variedades con mejores
cualidades organolépticas pero deficientes en su respuesta a uno o mas tipos de estrés
biotico y/o abidtico, el mejoramiento genético no convencional se ha presentado como una
solucion frente a este problema por tratarse de una herramienta biotecnologica que a la
fecha ha entregado resultados promisorios frente al desarrollo de nuevos cultivares
comerciales en otras especies.

El Consorcio Biofrutales S.A. mediante un proyecto INNOVA-Chile, gener6 una propuesta
con la cual se aument¢ significativamente el impacto del actual Programa de Mejoramiento
Genético de Vides de Mesa desarrollado por INIA. La investigacion y desarrollo de
tecnologias de mejoramiento genético incluyeron el establecimiento de una plataforma de
transformacion genética al mismo tiempo que el acceso a la base de datos que contiene el
genoma de la vid permitio explorar los recursos genéticos, gendmicos y moleculares para
ofrecer soluciones mediante el uso de mejoramiento genético no convencional.

Los productos resultantes de la integracion del programa de mejoramiento, la plataforma de
transformacion genética y los estudios gendmicos descritos, se resumen en la generacion de
nuevas variedades producidas utilizando las técnicas desarrolladas en cultivo y propagacion
de tejido in vitro, permitiendo enfrentar el desafio de obtener de variedades tolerantes tanto
a enfermedades fingicas (Rubio et al., 2015) como al estrés salino (Aguirre, 2015)

Finalmente, la participacion del sector privado formando parte activa de esta iniciativa,
requiere que los productos obtenidos se consoliden comercialmente mediante la obtencion
de propiedad intelectual de las tecnologias y variedades que se han desarrollado, por lo que
nos encontramos en la parte final del proceso, donde es hora es exhibir los productos e
incorporarlos a un sistema agricola productivo.
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Abstract The fungi Botrytis cinerea and Erysiphe
necator are responsible for gray mold and powdery
mildew diseases, respectively, which are among the
most devastating diseases of grapes. Two endochitin-
ase (ech42 and ech33) genes and one N-acetyl-B-D-
hexosaminidase (nag70) gene from biocontrol agents
related to Trichoderma spp. were used to develop a set
of 103 genetically modified (GM) ‘Thompson Seed-
less’ lines (568 plants) that were established in open
field in 2004 and evaluated for fungal tolerance
starting in 2006. Statistical analyses were carried out
considering transgene, explant origin, and plant
response to both fungi in the field and in detached
leaf assays. The results allowed for the selection of the
19 consistently most tolerant lines through two
consecutive years (2007-2008 and 2008-2009 sea-
sons). Plants from these lines were grafted onto the
rootstock Harmony and established in the field in 2009
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for further characterization. Transgene status was
shown in most of these lines by Southern blot, real-
time PCR, ELISA, and immunostrips; the most
tolerant candidates expressed the ech42-nag70 double
gene construct and the ech33 gene from a local
Hypocrea virens isolate. B. cinerea growth assays in
Petri dishes supplemented with berry juices extracted
from the most tolerant individuals of the selected
population was inhibited. These results demonstrate
that improved fungal tolerance can be attributed to
transgene expression and support the iterative molec-
ular and physiological phenotyping in order to define
selected individuals from a population of GM
grapevines.

Keywords Botrytis tolerance - Transgenic
grapevine - Field trial - Chitinase - “Thompson
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