NOTA CIENTIFICA

DISEMINACION NATURAL DEL VIRUS CAUSANTE DE LA
ENFERMEDAD DE SHARKA (Plum pox virus, PPV) EN
TRES TEMPORADAS EN UN HUERTO DE DAMASCO!

Natural spread of the virus causing Sharka disease (Plum pox virus, PPV)
during three seasons in an apricot orchard’

Guido Herrera M.** y Ménica Madariaga V.’

ABSTRACT

The spread of Plum pox virus (PPV) was studied in an
apricot (Prunus armeniaca L.) orchard established
with healthy material in 1995 in the Metropolitan
Region of Chile. The orchard was established in an
area with high inoculum pressure with three cultivars:
Dina, Castelbrite and Katy. The assessment of the trees
was made every year by observation of symptoms and
using policlonal antibodies for PPV. The strain found
in the orchard was PPV-D (Dideron). Differences in
the rate of PPV spread were observed among the
cultivars. The spread of PPV in 1999, 2000 and 2001
was 6.6, 14.1 and 26.7%; 0, 0.6 and 3.3%; and 0, 0.5,
and 2.1% for cvs. Dina, Castelbrite and Katy,
respectively.

Key words: epidemiology, Prunus armeniaca L.,
Sharka disease.

RESUMEN

Ladiseminacion de Plum pox virus (PPV) fue estudiada
en un huerto de damascos (Prunus armeniaca L.)
establecido en 1995 con material sano en la Region
Metropolitana de Chile. El huerto fue establecido enun
area conuna alta presion de in6culo con tres cultivares:
Dina, Castelbrite y Katy. La evaluacion de los arboles
serealizo cada afio mediante la observacion de sintomas
y el uso de antisueros policlonales para PPV. La raza
presente en el huerto fue del tipo D (Dideron). La
diseminacion de PPV en los afios 1999, 2000 y 2001
fue 6,6; 14,1y26,7%;0;0,6y3,3%;0;0,5y2,1% para
los cvs. Dina, Castelbrite y Katy, respectivamente.

Palabras clave: epidemiologia, Prunus armeniaca L.,
enfermedad de Sharka.

'Recepciodn originales: 22 de enero de 2002.

INTRODUCCION

Los sintomas del Plum pox virus (PPV) fueron
observados por primera vez en huertos de ciruelos
(Prunus domestica L.) en Bulgaria, entre los afios
1915y 1918. Sin embargo, la naturaleza viral del
problema se definié en 1932 por Atanosoff(1932),
quién ladenominé “enfermedad de Sharka”. Entre
los afios 1932y 1960, el agente viroso se desplazd
infectando huertos de ciruelos y damascos (Prunus
armeniaca L.) en Yugoslavia, Hungria, Rumania,
Albania, Checoslovaquia, Alemaniay Rusia. Pos-
teriormente, en la década de 1970, se disemind a
Holanda, Francia e Italia, no s6lo en ciruelos y
damascos, sino también se le observo en durazneros
(Prunus persica L.). Espafia y Portugal fueron
infectados en ladécadade 1980 (Llacery Cambra,
1998). Mas tarde se detectd en Chile en 1992
(Herrera, 1994), India en 1994 (Bhardwaj et al.,
1995), en EE.UU. en 1999 (Milius, 1999) y en
Canada en 2000 (CFI, 2000).

En Chile se le identifico en 1992 en una vieja
coleccion de frutales de carozo en la zona central
del pais (Herrera, 1994). Posteriormente, en las
temporadas 1995, 1996y 1997, prospecciones se-
rologicas del virus realizadas en las regiones IV,
V, VI y Region Metropolitana, donde se cultivan
los carozos, determinaron una incidencia a nivel
nacional de 15%, en un total de mas de 10.000
plantas analizadas en tres temporadas de cultivo
(Herrera et al., 1998). Bajo las condiciones chi-
lenas el virus se encontré infectando damascos,
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durazneros (Prunus persica L.), nectarines (Pru-
nus persica var. nectarina L.), ciruelos y almendros
(Prunus dulcis L.). Estudios mas detallados del
virus demostraron la presencia de la raza “D”
(Dideron) (Rosales ef al., 1998). Aun cuando la
distribucion del virus en Chile incluye desde la [V
ala VIregiones, la manifestacion de los sintomas
en las plantas frutales ha sido diferente a lo ocurrido
en Europa. Sintomas evidentes en los frutos se han
detectado solo alrededor de la Region Metropo-
litana. En el resto del pais, aunque se encuentran
plantas serologicamente positivas, ellas no han
mostrado sintomas en las ultimas temporadas
(Herrera y Madariaga, 2002). Estos aislamientos
fueron estudiados molecularmente por Reyes et al.
(2001), encontrando ciertas diferencias de estos
aislamientos respecto del aislamiento tipo D.

Desde laidentificacion de la enfermedad en Chile
(Herrera, 1994), se ha estudiado la distribucion de
PPV en huertos de carozo (Herrera et al., 1998), y
en viveros comerciales (Herrera y Madariaga,
2002) las razas del virus (Rosales et al., 1998) y
caracteristicas moleculares (Reyes et al., 2001).
Sin embargo, no existen datos respecto de los
grados de diseminacion del virus dentro de los
huertos infectados. El objetivo de esta investigacion
fue determinar el aumento en el nimero de plantas
con sintomas de PPV en un huerto de damasco a
partir de la temporada 1998.

MATERIALES Y METODOS

El huerto de damasco en estudio estabaubicado en
lacomuna de Nos, Region Metropolitana. El huerto
plantado en 1995 incluia tres cultivares: Dina
(1.218 plantas), Castelbrite (957 plantas) y Katy
(870 plantas). A partir de 1999, plantas de la
variedad Dina mostraron los tipicos sintomas de
PPV consistentes en argollas cloroéticas en la su-
perficie de los frutos. Las pruebas inmunologicas
con suero monoclonal denominado 5B por Asensio
(1996) y moleculares con iniciadores especificos
para las diferentes razas del virus indicaron la
presencia de la raza D (Dideron) (resultados no
mostrados) en las plantas infectadas.

Se utilizaron dos técnicas para evaluar la dise-
minacion anual de PPV en los huertos: ELISA y

sintomatologia. La identificacion de plantas con
sintomas se realizo una semana antes de la cosecha
mediante la observacion individual de los frutos
de cadaplanta. Se establecidé como planta enferma
aquellas que mostraban a lo menos un fruto con
argollas clordticas en la superficie de los frutos.
La identificacion de plantas contaminadas con
PPV mediante ELISA serealiz6 colectando 4 sub-
muestras por planta (brotes y hojas nuevas), cada
una obtenida de acuerdo a la orientacion de los
cardinales. Las muestras colectadas se mantuvieron
en un contenedor con temperatura regulada a 15—
20°C hasta su procesamiento.

Para la ejecucion de la prueba ELISA se siguio la
metodologia descrita por Herrera (1994) y Herrera
y Madariaga (2002). Para ello, con un rodillo ma-
nual se triturd aproximadamente 1 g de hojas y
brotes nuevos, se diluy6 (1/10 p/v) en tampon de
extraccion (Na,CO, 1,5 mM, NaHCO, 3,5 mM,
pH 9,6). Luego, las muestras se centrifugaron a
2,875 g durante 5 min. En placas de poliestireno se
adicionaron 100 pL del sobrenadante por muestra
(antigeno) a cada celda, incluyendo siempre una
repeticion (dos celdas), la placa se incubo bajo
condiciones de refrigeracion (4°C) por unanoche.
Luego, las placas se lavaron con solucion de lavado
PBST (NaCl 137 mM, KH,PO, 1,47 mM,
NaHPO,12H,0 8,09 mM, KCI 2,68 mMy 0,05%
Tween-20) cinco veces, cada vez durante 5 min.
Luego, se adicionaron 100 pL de solucion de blo-
queo albumina de huevo al 3% en PBS 1X (NaCl
137 mM, KH,PO, 1,47 mM, Na,HPO,12H,0
8,09 mM, y KCI2,68 mM) incubandose durante
2 h a 37°C. Después de un lavado similar a los
anteriores, se agregaron 100 UL de las inmunoglo-
bulinas policlonales (SANOFI, Francia) diluidas
entampon de molienda (Albimina de bovino 0,2%
y PVP-40 2% en PBS 1X), incubandose durante
3ha37°C. Posteriormente, se incorporé el segundo
anticuerpo producido en cabra (Sigma 104, St.
Louis, Missouri, USA)y conjugado con la enzima
fosfatasa alcalina, incubandose las placas toda la
noche a 4°C. Finalmente, después de lavar, la
reaccion se revel6 adicionando 1 mg mL! de p-
nitrofenilfosfato en tampon de dietanolamina. Las
reacciones inmunoldgicas se evaluaron en un lector
ELISA (Bio Kinetic EL-312e, EE.UU.), conside-
rando como muestras positivas, todas aquellas
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superiores al doble del valor de absorbancia de los
controles sanos.

RESULTADOS

Numero de plantas con sintomas por temporada
En el Cuadro 1 se muestran los resultados del
numero de plantas con sintomas en los frutos para
cada variedad y afio. Debido a que el predio esta
ubicado en una zona donde se detectd la
enfermedad por primera vez en 1992, a partir de
1998 se observaron anualmente los frutos de las
plantas en forma meticulosa. Ninguna de las varie-
dades presentd plantas con sintomas durante la
temporada 1998. La primera variedad en presentar
plantas con los sintomas tipicos de PPV fue Dina
en la temporada 1999, en 6,6% de las plantas. En
latemporada siguiente, la sintomatologia se obser-
vo en Castelbrite (0,6%) y Katy (0,5%). Mientras
que en Dina nuevas plantas aparecieron con sin-
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tomas, es asi como, se observaron otras 7,4% de
plantas con sintomas en los frutos, que sumados a
las plantas afectadas en la temporada anterior,
totalizé un porcentaje de 14,1%. En la temporada
2001, los porcentajes de plantas con sintomas au-
mentaron en todas las variedades. En Dina se pre-
sentaron otras 154 plantas contaminadas (12,6%)
alcanzando en las tres temporadas a 26,7%. De
igual forma, aumentaron los porcentajes de plantas
afectadas en Castelbrite y Katy.

Numero de plantas ELISA positivo

Enel Cuadro 1 se muestra el nimero y porcentajes
de plantas ELISA positivo en las temporadas
2000 y 2001. En todas las variedades los
porcentajes de plantas serolégicamente positivas
aumentaron desde la temporada 2000 a la 2001.
Mientras Dina aument6 de 4,4 a 24,2%, Castelbrite
lo hizo de 1,5 a 25,0% y Katy de 4,7 a 21,9%.

Cuadro 1. Nimero de plantas ELISA positivo y niimero de plantas mostrando sintomas de Plum pox virus en
los frutos en tres cultivares de damascos entre las temporadas 1998 y 2001

Table 1. Number of ELISA positive plants and number of plants having Plum pox virus symptoms on the
fruit of three apricot cultivars between the 1998 and 2001 growing seasons

Variedades Variables Total Temporadas
de
plantas 1998 1999 2000 2001
Dina ELISA positivo 1.218 n.a.! n.a. 89 (7,31)> 295 (24,2)
Numero de plantas con 1.218 0 (0,0) 81 (6,6) 91 (7,4) 154 (12,6)
sintomas en frutos
Numero acumulado 1.218 0 (0,0) 81 (6,6) 172 (14,1) 326 (26,7)
anual de plantas con
sintomas en frutos
Castelbrite ELISA positivo 957 n.a. n.a. 15 (1,5) 240 (25,0)
Numero de plantas con 957 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (0,6) 26 (2,7)
sintomas en frutos
Numero acumulado 957 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (0,6) 32 (3,3)
anual de plantas con
sintomas en frutos
Katy ELISA positivo 870 n.a. n.a. 41 (4,7) 191 (21,9)
Numero de plantas 870 0 (0,0) 0 (0,0) 5(0,5) 14 (1,6)
con sintomas en frutos
Numero acumulado 870 0 (0,0) 0 (0,0) 5(0,5) 19 (2,1)

anual de plantas con
sintomas en frutos

'n.a.: no analizado.
2 (), porcentajes respecto del total de plantas del cultivar.
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Aumento anual de plantas mostrando sintomas
en los frutos

En el Cuadro 1 se muestra el aumento anual de
plantas con sintomas en los frutos en cada una de
las variedades en las tres temporadas de estudio.
En la variedad Dina el porcentaje de plantas con
sintomas progresé mas rapido que en las
variedades Castelbrite y Katy. Asi, en esta va-
riedad PPV progres6 desde 0% en 1998 a 6,6% en
1999, 14,1%en 2000y 26,7% en 2001. Castelbrite
y Katy llegaron a valores maximos de plantas con
sintomas de 3,3 y 2,1%, respectivamente, en la
ultima temporada estudiada.

DISCUSION

En el presente estudio se establecid que en el cul-
tivar Dina el niimero de plantas con sintomas
aument6 en un lapso de cuatro afios en un 26,7%.
Estosresultados indican un grado de diseminacion
de PPV mas lento que lo descrito por Llacer et al.
(1992) para Espafa, donde se requieren de 2 a 5
afios para lograr un 100% de diseminacion. Por
otro lado, estudios realizados en Francia por Ada-
molle et al. (1994) indicaron periodos de 8-9 afios
para llegar a infecciones del 100% de las plantas.

Desde el punto de vista epidemioldgico, varios son
los factores que determinan la velocidad de dise-
minacion de los patégenos. Al respecto, trabajos
realizados en Grecia indican que la velocidad de
diseminacion de PPV depende fundamentalmente
dela cantidad de afidos viruliferos y de la cercania
de las fuentes de indculo (Varveri et al., 2001).

No obstante lo anterior, Gottwald et al., (1995)
cuestionaron los estudios epidemiologicos basados
en expresion de sintomas mas que en detecciones
seroldgicas, puesto que no consideran los periodos
de latencia de la enfermedad. En la presente in-
vestigacion, el cultivar Dina presento6 un total de
26,7% de plantas con sintomas al cabo de cuatro
afios, pero en la tiltima temporada se detecto otro
24,2%, que aun cuando contenia el PPV, todavia
no expresaba los sintomas. En tal caso, el total de
infeccion de la enfermedad considerando plantas
con sintomas y aquellas en periodo de latencia
alcanzé a 50,9%. Cabe hacer notar también que

los cultivares Castelbrite y Katy presentaron en la
temporada 2001 un porcentaje total de plantas
con sintomas mas bajo que Dina. Sin embargo, los
porcentajes de plantas serolégicamente positivas
no difirieron de aquellos encontrados en el cv.
Dina. Esto sugiere que tanto en los cvs. Castelbrite
como Katy gran parte de las plantas infectadas
estaban en su periodo de latencia, y deberia
esperarse un aumento en el numero de plantas
mostrando los sintomas en los afios sucesivos.

En la presente investigacion se observaron dife-
rencias en la diseminacion anual de PPV en tres
cultivares de damascos. Mientras en el cultivar
Dina el PPV se diseminé rapidamente alcanzando
26,7% de plantas con sintomas al cuarto afio de
observacion, en Castelbrite y Katy la diseminacion
tuvo un grado inferior, llegando a 3,3 y 2,1%, res-
pectivamente, al cuarto afio. Esta diferencia podria
ser explicada por un mayor grado de resistencia y/
o tolerancia a la enfermedad de estas variedades,
o bien, por razones de la propia epidemiologia de
la enfermedad. Al respecto, otros estudios de los
autores (no publicados) encontraron que huertos
delcv. Katy de 3 afios de edad presentaban niveles
de plantas con sintomas de 14%, sugiriendo, por la
rapidez de aparicion de sintomas, una falta de
resistencia y/o tolerancia del cultivaralainfeccion
de PPV. Por otro lado, los primeros sintomas de
PPV se observaron en el cultivar Dina en la tem-
porada 1999 (6,6%), posteriormente, en 2001 apa-
recieron en Castelbrite (0,6%) y Katy (0,5%). Por
lo tanto, hace suponer que el PPV lleg6 desde otros
lugares al cultivar Dina, y desde él el virus comenz6
adiseminarse localmente a otros cultivares debido
a la ubicacion de éstos a favor del viento.

Los resultados de la presente investigacion son
una primera aproximacion respecto de la epide-
miologia de PPV bajo nuestras condiciones. El
virus fue identificado por primera vez en Chile en
1992 (Herrera, 1994), desde esta fecha hasta finales
deladécadadelos 90, aun cuando se detectd sero-
logicamente PPV a nivel nacional, la enfermedad
no se expreso en todo su potencial (Herrera ef al.,
1998). La informacion entregada en el presente
trabajo sugiere que a lo menos en el huerto estu-
diado, estan dados complejo de factores que con-
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tribuyen a la expresion maxima de PPV. Los
resultados enfatizan lanecesidad de estudiar otros
aspectos epidemiologicos de la enfermedad en
Chile, tales como especies de afidos que diseminan
PPV, su dinamica poblacional y su eficiencia de
transmision del virus.
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CONCLUSIONES

Elnumero de plantas de damascos con sintomas de
la enfermedad de Sharka (Plum pox virus) en los
frutos aumenté en cuatro temporadas en 26,7% en
el cultivar Dina, 3,3% en Castelbrite y 2,1% en
Katy.
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