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RESUMEMN: En la actualidad, el virus de la sharka {Plum pox virus) supone uno de los mayores factores limitantes en la
produccion de diferentes frutales del génere Frunus en Europa, como son en often de importancia, el chabacano, el cinuelo y el
durazna, Este virus es transmitide por pulganes y en el caso particular del chabacano llega a deformar totalmente los frutos de los
arboles infectados haciéndolos incomercializables. Los métedos de deteccion de la enfermedad més ufilizados en la actualidad
son- ohservacien wvisual de sintomas, técnica inmuncenzimatica (ELISA), hibridacidn meolecular (radioactiva y no radicactival y
nuevas lécnicas derivadas de la PGR. Por otro lado, el control de esta virpsis pasa por una estrategia combinada de métodos de
tipo preventiva, como el arranque de las plantas enfermas y la plantacién de material certificado libre de esta enfermedad, y la
obtencién de plantas resistentes, como solucion mas eficaz.
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PLUM POX VIRUS (SHARKA) IN STONE FRUIT TREES

SUMMARY: At present, Plum pox virus (Sharka) is one of the most important factors limiting production of stone fruits of the
Prunus genus in Europe, such as apricat, plum and peach. This disease is ransmitted by insects (aphids), and in apncat treas pro-
duces malformed fruits. The more usual detection methods of the virus are: visual observation of symptams, ELISA test, malecular
hybridation {radicactive and no radioactive) and PCR techniques. On the other hand, control of this virosis may be carried out by
preventive methads and, mare effectively, using resistant cultivars,
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INTRODUCCION

La sharka, enfermedad producida por el "Plum pox
virus®, es la enfermedad viral mas grave que afecta
actualmente a los frutales del género Prunus en Euro-
pa, fundamentalmente al chabacano {Prunus armenfa-
ca), ciruela (P. domestica, P. salicina ) y durazno {F.
persica). Desde su aparicion en Europa en 1917
{Atanasoff, 1932), la Sharka es uno de los principales
factores limitantes de la produccion de estos frutales en
las zonas afectadas.

La naturaleza virica de la enfermedad hace dificil
su erradicacion y, en la actualidad, la Unica solucion
para combatirla es arrancar los arboles enfermos y
replantar con material certificado libre de virus. Los
resultados de los programas de erradicacion estan
dando sus frutos y en el futuro, se debe continuar con
la eliminacion de los focos de infeccién y utilizar planta
certificada libre de virus para no continuar intraducien-
do la enfermedad en las zonas de produccion de fruta-
les todavia no infectadas. Comao solucidn a mas largo
plazo esta la obtencién de plantas resistentes.
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EL VIRUS DE LA SHARKA
Taxonomia y descripcion del virus.

La sharka es una enfermedad causada por el po-
tyvirus denominado "Plum pox virus" (FPV}. Es un po-
tyvirus filamentaso con simetria helicoidal de 750 x 15
nm, que posee una proteina de la capsida de 36 kDa y
un ARN positivo monocatenario de 3.5 kDa (Ward y Shukla,
1891).

El virus de la sharka se caracteriza por su gran va-
riabilidad, A mediados de los afios 70 los trabajos del
INRA de Burdeos (Francia), pusieron de manifiesto la
existencia de dos grupos de aislamientos; M (Marcus} y
D (Dideren} (Marenaud, 1979). En la actuahdad, tras la
aparicién de un nuevo aislamiento dencminado EI Amar
(Wetzel et al, 1991a) existen discrepancias entre dife-
rentes autores, que lo consideran dentro del tipo M o
comao un tipo diferente.

Los principales tipos de aislamientos presentan las
siguientes caracteristicas:

oTipo M (Marcus): Tiene una gran patogenicidad.
También parece gue su difusion en el campo es
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muy rapida afectando principalmente al durazno,
Hasta el momento este tipo de aislade se ha
detectado en palses del Este de Europa como
Grecia, Francia, Italia y Alemania.

sTipo D (Diderdn): Muestra una menor patogenicidad
y velocidad de difusion, habiéndose detectado en
todas las zonas infectadas de PPV, exceptuando
algunos paises del Este de Europa Afecta funda-
mentalmente al chabacano y al ciruelo.

=Tipo E (El Amar): Descubierto en Egipto. Como ya
se ha comentado, existe una diferencia de opiniones
en cuanto a si realmente puede considerarse un
aislado diferente del serctipo M.

Recientemente ha sido descubierto un nuevo aisla-
do en cerezo en Moldavia (PPV-SC), que ha sido se-
cuenciado, caracterizado y clasificade dentro de un
nueva tipo {Tipo C) (Nemchinov y Hadidi, 1996).

Origen y diseminacion de la enfermedad

El virus de la sharka fue detectado por primera vez
hacia 1917 en ciruelo en Bulgaria {Atanasoff, 1932)
Posteriormente se extendid por el resto de Europa,
Oriente préximo {Turquia, Chipre y Siria} y Egipto. Ac-
tualmente los paises eurcpeos son los mas afectados,
exceptuando Suiza, Dinamarca, Holanda y Estonia.
Mas recientemente, ha sido descrita en el norte de la

India y en Chile y, posiblemente se encuentre en otros
paises sudamericancs o en otras partes del mundo
(Nemeth, 1994), En la Figura 1 se muestra el aflo de
aparicion de la enfermedad en los diferentes palses.

Si bien algunos autores inicialmente tradujeron co-
mo nombre comun de este virus el de “la viruela del
chabacano” (Nemeth, 1986, este nombre no es correc-
to ya que "la viruela” es otra fisiopatia ya descrita ante-
riormente en chabacano en algunas zonas de Espafia y
cuya etiologia no es del todo conocida (Garcia ef al,,
1990). Por tanto, el nombre comun utilizado para de-
nominar este virus en espafol seria el de “virus de la
sharka”,

Las plantas afectadas

Las principales plantas que pueden ser afectadas
por la sharka son los frutales del género Prunus, fun-
damentalmente el chabacano, ciruelo y el durazno,
aungue el PPV ha sido experimentalmente trasmitido al
almendro (P. dulcis) y cerezo (F. avium, P. cerasus, P.
mahaleb), en la practica, hoy en dia, la sharka no su-
pone un riesgo real para estas especies. Diversas es-
pecies de Prunus silvestres y ornamentales (P, insifitia,
P. spinasa, P. cerasifera, F. lomenfosa, P. glandulosa,
F. salicina), pueden ser igualmente infectados por el
virus (Nemeth, 1994).
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Fig. 1. Origen y dispersion del virug de la sharka.
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EI PPV también puede afectar a numerosas plantas
herbaceas que multiplican el virus actuando como fo-
cos de infeccion para los Prunus. Son muchas las
plantas herbaceas conocidas, capaces de ser infecta-
das y permitir la multiplicacion del virus: Chenopodium
foetidum, Nicotiana benthamiana y Micotiana clevelandii
son utilizadas en investigacion (Lansac et al,, 1982),

EPIDEMIOLOGIA DEL VIRUS
Propagacidn del virus

La propagacion del virus de la sharka se puede
realizar mediante dos mecanismos: en primer |ugar,
mediante la multiplicacion vegetativa de cultivares o
portainjertas infectados, lo que puede propagar la en-
fermedad a grandes distancias. Esta ha sido la causa
de la dispersitn de la enfermedad de un pais a otro. La
utilizacién de material vegetal certificado, libre de virus,
podria en este caso detener la progresion de la enfer-
medad.

Par otro lado, el virus se trasmite de un modo natu-
ral por pulgones. La transmision se realiza segun e
modo "no persistente”, por lo que el pulgdn puede to-
mar el virus al comenzar a alimentarse, desplazarse
inmediatamente a otro arbol e inocular el virus al ali-
mentarse de nuevo (Kunze y Krezal, 1871), siendo muy
dificil detener su progresién (Labonne y Lauriot, 1893).

Son numerosas las especies de pulgones capaces
de transmitir el virus de la sharka, entre los mas comu-
nes se encuentran Aphis gossypi, Aphis craccivora,
Aphis fabae, Aphis spirascola, Brauchycaudus he-
lichrysi, Brauchycaudus carduwi, Myzus persicae, Myzus
variaus, Hyalopterus pruni y Phoredon humili {(Kunze y
Krczal, 1971; Avinent et al,, 1994),

En general, los pulgones son faciles de controlar en
todos los casos en chabacano, durazno (con excepcion
de Myzus persicae) y ciruelo {excepto Aphis fabag), sin
embargo y debido a que la transmisién es muy rapida
del tipo no persistente, el control de los vectores no
consigue controlar el virus definitivamente.

La transmision del virus por las semillas ha sido
descrita por algunos autores (Nemeth y Kdlber, 1982),
si bien ha sido un terma muy discutido y los resultados
obtenidos por los diferentes autores son confradicto-
rios; actualmente la hipgtesis mas aceptada es que la
enfermedad no se transmite por la via sexual (Triolo af
al, 1993),

Sintomatologia de la sharka

Sin lugar a dudas, entre los frutales afectados por
la sharka, el chabacano es el mas amenazado y el que
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esta sufriendo los dafos econémicos mas importantes,
seguido del ciruelo. La totalidad de las variedades de
chabacano europeas que han sido ensayadas son muy
susceplibles a la sharka. Los Unicos cultivares resisten-
tes proceden de los Estados Unidos de América {'Stark
Early Orange', ‘Stella, 'Henderson’, 'NJAZ2', ‘Goldrich’,
‘Sunglo’, ‘Yeecot') y de Canada ('Harcot', ‘Harlayne')
(Audergon et af., 1994).

Cuando este virus infecta las plantas de chabacano
aparecen en las hojas unas manchas y anillos con co-
lor amarillento (clordticos) (Figura 2A). En frutos se
aprecian decoloraciones en forma de anillos y man-
chas, asi como deformaciones y depresiones en la
superficie del fruto, presentando la pulpa del misma un
aspecto gomoso. También sobre los huesos del fruto
pueden aparecer anillos clordticos en la superficie
{Figura 2B).

En el ciruelo los sintomas en hoja son manchas clo-
réticas y anilles, similares a los del chabacano. En &l
fruto, los sintomas también son parecidos, presentando
la pulpa un aspecto acorchado {Figura 2C). En duraz-
no, los sintomas en hojas son mas suaves y en [os
frutos apenas aparecen unas manchas (Figura 2D}. La
presencia del virus en |a planta ocasiona los sintomas
visibles antes descritos que llevan consigo un debilita-
miento del 4rbol, ademas de que en el caso del chaba-
cano, hace totalmente incomercializable la produccion.
En el caso del ciruelo y el durazno la produccion se ve
menos afectada.

DETECCION DE LA ENFERMEDAD Y EL VIRUS

El diagnéstico de la enfermedad puede llevarse a
cabo mediante diversos métodos de deteccion: obser-
vacion visual de sintomas, realizacion de un ensayo
sobre plantas indicadoras y utilizando t&cnicas serolo-
gicas y moleculares.

Observacidn visual de sintomas.

Es el método de diagnéstico mas antiguo, utilizado
en campo y es el mas economico, pero el menos
confiable debido a la posible confusidon con sintomas
producidos por ofras causas. Es necesania una practica
importante debido a los numerosos factores gue influyen
en la manifestacion de la enfermedad.

La ventaja de este método es la facilidad con la que
un gran numero de arboles puede ser examinado por un
persenal no altamente calificado. Su mayor inconvenien-
te s la posibilidad de confundir los sintormas con los de
otras enfermedades junto con la dificultad de localizar-
los, dada la distribucion aleatoria del virus en el arbal;
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Fig. 2.- Sintomas de sharka en frutales. A.- Hojas de chabacano.
B.- Frutos de chabacano. C.- Frutos de ciruelo. D.- Frutos
de durazno.

El wirus

ademdas, desde que se produce la infeccién del arbol
hasta que la planta manifiesta los primeros sintomas
pueden transcurrir muchos meses, durante los cuales
los arboles “enfermos’ pueden ser considerados
“sanos” (Breniaux et al, 1990). Aungque este método
es el mas ampliamente utilizado, generalmente se
complementa con ofras técnicas mas confiables.

Indicadores biolégicos sensibles

Es oto método de diagnéstico tradicionalmente
utilizado. El durazno 'GF305', procedente de la Estacion
Experimental de La Grande Ferrade en Francia, fue
seleccionado en los afios sesenta por su elevada
susceptibiidad a un gran nimero de virus de plantas
lefinsas, como es el caso del "Plum pox virus” (PPV), del
"Apple Clorotic Leaf Spot Virus" (ACLSY), etc. (Bemhard
et al, 1969), En estos momentos es el indicador
biclégico mas utilizado en el caso de la sharka.

Cabe sefialar que la utilizacion de los indicadores
biologicos requiere fuertes inversiones en invernaderos
a prueba de insectos (pulgones principalmente) y el
mantenimiento de un elevado nimero de plantas en
cultivo,

Métodos serolégicos

El métcde gue en algunos afos ha hecho los
progresos mas espectaculares y que en la actualidad es
el mas extendido, es el método serolgico, debido
fundamentalmente a su sencillez de aplicacion. Este
método esta basado en la reaccién antigeno-anticuerpo.
La técnica mas empleada es la denominada ELISA
{“Enzyme Linked Inmunosorbent Assay"). Adams (1978)
publicd el primer trabajo sobre deteccion de PPV en
especies del génerc Prunus mediante esta tecnica
utilizando anticuerpos peliclonales,

La prueba inmunoenzimatica del ELISA, es aplica-
da de una manera rutinaria para diagnosticar la pre-
sencia del PPV en plantas. Basicamente consiste en
obtener en el laboratorio un extracto de la planta a
examinar (hoja, tallo, flor, fruto, etc.) y someterlo a una
reaccion inmunoenzimatica {antigenc-anticuerpo) que
produce una coloracién amarillenta en caso de mues-
tras infectadas con el virus. La principal ventaja de la
prugba ELISA es la posibilidad de analizar un numero
elevado de muestras, obteniéndose un diagnostico
rapido (48 horas) y confiable. En este proceso, la utili-
zacion de anticuerpos monoclonales contra el PPV
mejora la sensibilidad de la técnica (Cambra et al.,
1994).



Métodos moleculares

Mas recientemente la aplicacion de las nuevas
tecnologias de recombinacion del ADN, ha permitido el
uso de metodos de deteccidon basados en la deteccion
de parte o del genomio completo del virus en la planta.
Las nuevas técnicas moleculares de amplificacion del
acido nucleico del virus mediante la PCR (Polymerase
Chain Reaction) y la hibridacion con sondas, parecen ser
las técnicas mas sensibles para la deteccion de virus en
plantas.

La hibridacion molecular se basa en la desnatura-
lizacian del acido nucleico del virus y su hibridacion en
una membrana de nylon (normalmente) con una sonda
marcada mediante un marcador radicactivo (normal-
mente fésforo marcado) (Varveri et al,, 1988), tambien
se ha utilizado un marcador no radioactivo {normalmente
biotina o digoxigenina) utilizando una reacién colo-
rimétrica o luminiscente para la visualizacion del ARN
viral.

Mas recientemente, para la deteccidn de PPV se ha
aplicado la técnica PCR, desarrollando una serie de
"cebadores” especificos para este virus y capaces de
amplificar el &cido nucleico del mismo mediante un
ciclador térmico (Korschinec ef al,, 1891, Wetzel ef af,
1991b).

Se ha desarrollado una variante de la técnica PCR
para aumentar su sensibilidad, es lo que se ha llamado
Inmunocaptura-PCR {IC-PCR) (Wetzel ef al, 1992), En
este nuevo método se combinan las técnicas serolégicas
y maoleculares para aumentar la sensibilidad en la
deteccidn del virus, Candresse et al. {1995) la describen
como 2 000 veces mas sensible que la técnica ELISA
(Cuadro 1). Por dltimo, se ha desarrollado una variante
de esta técnica tendente a simplificar su realizacion
llamada Print Capture-PCR (PC-PCR) {Olmos &t alf.,
1996).

CONTROL DE LA ENFERMEDAD

Dadas las caracteristicas de la enfermedad, la lu-
cha contra la sharka debe de orientarse desde una
optica multidisciplinaria. De forma inmediata la progre-
sion de la enfermedad puede ser detenida mediante el
arranque de los arboles infectades y la utilizacion de
material certificado libre de virus. La lucha contra los
pulgones, aungue en tecria seria un método eficaz
para luchar contra la difusién de la enfermedad, en la
practica no es asl. Se ha demostrado que las formas
aladas de los pulgones son las que trasmiten el virus
de un arbol a otro, suelen ser detectadas cuando ya se

Recioida: 16 de jula, 1997
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encuentran en toda la plantacion y normalmente ya han
trasmitido el virus.

Medidas preventivas de control legal

En la actualidad, en la Comunidad Autonoma de
Murcia {Espafia) desde el afio de 1987 se realiza una
campana legal de erradicacion de la enfermedad con-
sistente en el arranque subvencionado de los arboles
enfermos. La deteccidn de la enfermedad en campo se
realiza mediante prospecciones periodicas llevadas a
cabo por personal técnico calificade. Para la bisqueda
de arboles con sintomas, el equipo de prospeccion se
reparte por la finca elegida, tomando cada miembro del
equipo una fila de arboles y examinandolos visualmen-
te. La presencia de sintomas suele apreciarse mas
claramente sobre brotes jovenes y en los frutos madu-
rnas.

CUADRO 1. Comparacion del limite de deteccidn del virus de la
sharka utilizando diferentes métodos.

Limite de defeccion

Método {pg de virus porml} (Particulas virales por ml)
ELISA 5 000 40 D00 000
Hibridacién 500 5 000 000
molecular

RT-PCR 200 2 000 000

IC-PCR 2 20 000

Desde la declaracién oficial de la presencia de la
sharka en la Comunidad Autdnoma de Murcia v tras
ordenar el arranque obligatorio de los arboles afectados
por la enfermedad, se han eliminado hasta la fecha en
esta Comunidad cerca de 10 000 arboles de chabaca-
nos y 95 000 de ciruelos. La cuantia de las indemniza-
cicnes correspondientes a estos arranques asciende a
cerca de 1 millon de ddlares con una media de 10 dola-
res por érbol arrancado.

Utilizacién de plantas resistentes

De forma definitiva la utilizacion de cultivares
resistentes a la enfermedad es la Unica solucidn al
problema, si bien actualmente no se conocen wvarie-
dades resistentes capaces de igualar en calidad a las
existentes en el mercado (Martinez-Gomez, 1995). La
obtencion de estos cultivares es uno de los objetivos
mas importantes de los programas de mejoramiento del
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Fig. 3.- Método para la determinacién del nivel de resistencia del chabacano a la sharka

chabacano en Espafia y toda Europa (Dicenta et af.,
1996). Mas recientemente han comenzado los trabajos
de obtencidn de plantas resistentes mediante transfor-
macian genética (Camara-Machado et al.,, 1994).

Para la evaluacion de la resistencia a la sharka, el
método mas utilizado en la actualidad es basicamente el
descrito por Audergon y Morvan (1990) (Figura 3). Todos
los ensayos se deben realizar en condiciones aisladas
para impedir la difusion de la enfermedad al exterior. En
este metodo se utilizan arboles procedentes de semillas
del durazno ‘GF305', muy susceptible a la sharka, como
material sobre el gue se realizan los ensayos. Las
semillas del ‘GF305'.son germinadas y una vez que la
planta tiene aproximadamente unos 5 mm de diametro
de tronco, se injerta el cultivar o hibride a evaluar;
posteriormente, se procede a su inoculacién con el virus
mediante injerto de una yema o corteza de 'GF30%
enfermo, o mediante pulgén, La inoculacién mecanica es
utilizada normalmente en los ensayos con plantas
herbaceas (Materazzi ef al, 1991). Por ultimo, mediante
la deteccion del virus en el material a evaluar se evalia
su resistencia o susceptibilidad.
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