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RESUMEN

El virus de la sharka (Plum pox potyvirus) es actualmente uno de los principales
factores limitantes del cultivo del albaricoquero en las zonas afectadas por esta enfer-
medad. El control de esta virosis debe llevarse a cabo mediante métodos de tipo pre-
ventivo y de una forma definitiva mediante la obtencién de plantas resistentes. En este
trabajo se estudian las distintas etapas del mérodo de determinacion del nivel de resis-
tencia a la sharka en albaricoquero: obtencién del GF305, inoculacion del GF305,
injerta del albaricoquero y ciclos de crecimiento artificial. Los resultados muestran
que la germinacién de las semillas del GF305 debe de hacerse por estratificacion a
7°C durante 14 semanas, o mediante eliminacion del endocarpo y la testa en el caso
de necesidad urgente de material (3 semanas). Las inoculaciones mecdanica y por
inyeccion no dieron resultados positivos, siendo Ja inoculacién con corteza o yema de
GF305 enfermo las mas adecuadas. Para asegurar la inoculacion, se propone la injerta
del albaricoquero sobre un GF305 inoculado y mostrando fuertes sintomas de sharka.
LLa mejor época para la injerta fue en Mayo (a yema viva), y como patrén, el Real
Fino tuvo un mejor comportamiento que el GF305. Por dltimo, el periodo artificial de
reposo en la camara a 7°C debe ser de 9 semanas para el GF305 y de |1 para el albari-
coquero, mostrandose muy beneficioso en la aparicion de sintomas en las plantas sus-
ceptibles.

Palabras clave: Prunus armeniaca L.. Plum pox potyvirus, Programa de mejora,
Evaluacion de la resistencia, Melocotonero GF305.

SUMMARY
EVALUATION OF RESISTANCE TO SHARKA VIRUS (Plum pox potyvirus) IN
APRICOT

Sharka (Plum pox potyvirus) is one of the Iimiting factors in apricot production
in the affected areas. The virosis can be definitively controlied by developing resistant
cultivars. In this paper we describe the most important steps involved in evaluating
resistance to sharka: Germination and inoculation of GF305, apricot grafting and cold
chamber treatment. The results show that seeds should be germinated by stratification
at 7°C for 14 weeks or. if the material is needed urgently, by eliminating the shell and
pellicle (after which the seeds germinate in 3 weeks). Neither mechanical nor inocula-
tion by injection provide gaod results, and inoculation with a chip or a chip-bud of a
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diseased GF305 was the most successful. Grafting of apricot onto an inoculated roots-
tock showing evident symptoms of sharka. is recommended. The best time for graf-
ting seems to be May and Real Fino apricot gave better results than GF305. The artifi-
cially induced period of rest in a cold chamber at 7°C should last 9 weeks in the case
of GF305 and 11 weeks in the case of apricot.

Key words: Prunus armeniaca L., Plum pox potyvirus. Breeding program. Resis-

tance evaluation, GF305 peach.

Introduccion

Espafa es el segundo pais productor
mundial de albaricoque, concentrdndose la
produccién en las Comunidades de Murcia
y Valencia. Es precisamente en estas regio-
nes donde, desde mediados de los afos
ochenta, se estd produciendo una fuerte
expansion del virus de la sharka (Plum pox
potyvirus) (LLACER es al., 1985), que supo-
ne uno de los mayores factores limitantes
en la produccién de este cultivo (DICENTA et
al., 1996). El control de esta enfermedad
debe realizarse mediante métodos preventi-
vos y de una manera definitiva mediante la
obtencidon de variedades resistentes. Con
este dltimo objetivo, en el Centro de Eda-
fologia y Biologia Aplicada del Segura
(CEBAS) de Murcia, desde 199] se lleva a
cabo un programa de mejora para la resis-
tencia a la sharka en albaricoquero (EGEA ef
al., 1997).

Para la evaluacidn del nivel de resisten-
cia de los materiales obtenidos en este pro-
grama de mejora se ha empleado un méto-
do basado en el descrito por AUDERGON y
MORVAN (1990), con algunas modificacio-
nes. En el método utilizado se procede en
primer lugar a la inoculacién del GF305 y
posteriormente a la injerta del albaricoque-
ro. En el presente trabajo se evalia la
eficiencia de las principales etapas de este
método (multiplicaciéon del GF305, inocu-

lacién del GF305, injerta del albaricoquero
y los ciclos de crecimiento artificial) al ob-
jeto de optimizar su aplicacidn en los pro-
gramas de mejora para resistencia a la shar-
ka que se llevan a cabo en albaricoquero.

Material y métodos

Material vegetal

Para la evaluacion de las descendencias
se han utilizado como patrones susceptibles
el melocotonero GF305 (conocido indica-
dor lefioso de numerosas virosis) (BERN-
HARD et al., 1969), y el albaricoquero Real
Fino (patrén utilizado habitualmente en
albaricoquero en Murcia). Las plantas que
estdn siendo evaluadas son 1.414 descen-
dientes de albaricoquero de 31 familias ob-
tenidas en el programa de mejora del CE-
BAS de Murcia. De ellos, 144 descen-
dientes se encuentran ya en su segundo
ciclo de evaluacion y el resto en el primer
ciclo o en el ciclo 0 (ciclo de inoculacion).

Como fuente del Plum pox potyvirus
(PPV) se ha utilizado el aislado RB3.30
(tipo Dideron) procedente de la coleccién
de aislados del IVIA de Valencia y obtenido
a partir de ciruelo Red Beaut en Espafia.

Multiplicaciéon del GF305

La multiplicacion del GF305 se realizé a
partir de semillas. Para la germinacién de
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las semillas se emple6 normalmente la es-
tratificacion a 7°C, introduciendo las semi-
Ilas con el endocarpo, previamente tratadas
con TMTD, en cajas de pléstico perforadas,
llenas de vermiculita himeda.

Al objeto de acelerar el proceso también
fueron ensayados dos métodos de germina-
cién mds rapida. En primer lugar se utilizé
un tratamiento hormonal con Benzil Amino
Purina (BAP) para romper el letargo de las
semillas (Rouscas et al., 1980). Este méto-
do basicamente consiste en la eliminacién
del endocarpo seguido de un tratamiento
con una solucién de BAP, y la posterior
germinacion en placas Petri con vermiculi-
ta himeda a 25°C en condiciones estériles.

El segundo método de germinacion répi-
da ensayado fue mediante eliminacion del
endocarpo y de la testa de la semilla, donde
se localizan las sustancias inhibidoras de la
germinacion (MONET, 1983). Las semillas
desnudas se entierran ligeramente con ver-
miculita himeda en bandejas a temperatura
ambiente.

En los tres métodos utilizados, se reali-
zaron 4 repeticiones de 25 semillas cada
una, observando el porcentaje de semillas
germinadas a lo largo del tiempo.

Inoculacion del melocotonero GF305

Cuando los GF305 presentaron un ade-
cuado desarrollo, después de dos meses
aproximadamente, se procedid a su inocu-
lacion. El método de inoculacién utilizado
normalmente fue el de injerto de yema o
chapa (corteza) procedente de un GF305
enfermo. Al objeto de simplificar el proce-
so de inoculacién hemos ensayado también
otros dos métodos mas sencillos y rapidos,
descritos en la bibliografia.

En primer lugar se utilizo la inoculacion
mecdnica con fuente de indculo herbaceo
(hojas de Nicotiana benthamiana enferma)
y con fuente de indculo lefioso (hojas de
GF305 enfermo). Las muestras se trituran
en tampon fosfato (PBS) y el triturado se
aplica a la hoja a inocular utilizando el car-
borundum como abrasivo (MATERAZZI et
al., 1991).

El segundo método de inoculacion ensa-
yado fue el descrito por BOYE y DESVIGNES
(1986) y DESVIGNES (1997), aplicando ex-
tractos de hojas enfermas (igualmente de Ni-
cotiana benthamiana y de GF305) en tam-
pon fosfato (PBS), en tallos de plantas jo-
venes mediante una inyeccion.

Un total de 20 plantas de GF305 fueron
utilizadas en cada uno de los cuatro tipos
de inoculacion, observandose el niimero de
plantas con sintomas y ELISA positivo,
antes y después del tratamiento en cimara
fria.

Injerta del albaricoquero sobre GF305

Después de la inoculacion de los GF305,
cuando el tallo tenia un tamafio préximo a
0,5 centimetros de didmetro, se procedié a
la injerta del albaricoquero. Hemos ensaya-
do dos fechas distintas de injerta. En primer
lugar en mayo a “yema viva” injertando
142 descendientes. Al afio siguiente, al
objeto de adelantar unos tres meses el pro-
ceso de evaluacidn fue ensayada una injerta
en febrero a “yema dormida” injertando 98
descendientes. Este mismo afio fue repetida
la injerta en mayo injertando 703 descen-
dientes. Se observo el ndmero de yemas de
albaricoquero brotadas en cada injerta.

También se realizé un ensayo para deter-
minar Ja aptitud a la injerta del albaricoque-
ro Real Fino y evaluar su posible utiliza-
ciéon como patrén en los ensayos de re-
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Figura I. Vista panordmica del invernadero donde se llevaron a cabo los ensayos
de resistencia a la sharka
Figure 1. General view of the greenhouse facilities for sharka resistunce evaluation

sistencia. Para ello las variedades Bilida y
Canino (como variedades mds importantes
en Murcia y Valencia), Currot (variedad
muy precoz) y Pepito del Rubio (de gran
calidad), fueron injertadas a “yema viva”
sobre Real Fino y sobre GF305 con 15 re-
peticiones. Se observé el nimero de yemas
brotadas en cada caso.

Ciclo de crecimiento artificial

Una vez obtenido el patréon GF305, ino-
culado e injertado con el albaricoquero, Jas
plantas fueron mantenidas en el invernade-
ro a prueba de insectos (figura |) durante
unos 2 o 3 meses (ciclo 0) realizandose una
observacion de sintomas en hoja. Para Ja
induccién del letargo, las plantas se intro-

dujeron en una cdmara oscura a 7 °C y con
una alta humedad relativa (figura 2). A la
salida de la cdmara fria se podaron las plan-
tas y se realizaron dos observaciones de
sintomas en hoja, la primera al mes de la
salida del frio y la segunda a los dos meses.
Tras esta segunda observacién de sintomas
fue aplicada la prueba ELISA-DASI con
anticuerpos monoclonales 5B-IVIA (Cam-
BRA ¢t al., 1994), al objeto de verificar la
presencia o ausencia del virus. La induc-
cion de este reposo artificial en cdmara fria
nos permite obtener dos ciclos de estudio al
ano (figura 3).

El criterio de clasificacion del nivel de
resistencia utilizado fue basicamente el des-
crito por AUDERGON et al. (1994). Cuando
el GF305 no manifestd sintomas se consi-
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Figura 2. Interior de la camara fria donde las plantas se sometieron al periodo de letargo artificial
Figure 2. Cold chamber where the plants were inducted to the artificial lethargy

derd que la inoculacion habia fallado y se
procedié de nuevo a su inoculacién. En el
caso de presencia de sintomas en el GF305,
se realizé también la observacion de sinto-
mas en el albaricoquero. Los albaricoque-
ros que mostraron sintomas de la enferme-
dad se consideraron susceptibles (figura 4).
Posteriormente se llevd a cabo una prueba
ELISA-DASI. Los materiales que dieron

ELISA positivo pero no manifestaban sin-
tomas, fueron considerados tolerantes. Por
ultimo, los materiales que no manifestaban
sintomas y dieron ELISA negativo, se con-
sideraron resistentes.

Al objeto de determinar el tiempo de
permanencia 6ptimo de los materiales en la
camara fria. fueron ensayados diferentes
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INVERNADERO CAMARA FRIA
Enero
Febrero Obtencion del GF305
L
Marzo e
A Abril -
Inoculacion del GF305
N Mayo : .
Injerta del albaricoquero
Junio
Descabezado del GF305
0 Julio
h 4
Agosto
4 Septiembre CICLO O
Octubre Observacion de sintomas \
Noviembre
Diciembre ,
FRIO 1
Enero
S —
Febrero CICLO 1 /
Maezo Poda del albaricoquero y GF305
A Abril Observacién de sintomas-1 \
. Mayo Observacion de sintomas-2
N Prueba ELISA N
Junio
O Julio FRIO 2
Agosto
Septiembre
2 CICLO 2
Octubre
Poda del albaricoquero y GF305
Noviembre Observacion de sintomas-1
Diciembre Observacion de sintomas-2
pp— Prueba ELISA
Enero

Figura 3. Calendario del método de determinacidn del nivel de resistencia del albaricoquero
a la sharka
Figure 3. Schedule for evaluaring apricot susceptibiliry to sharka
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Figura 4. Descendiente de albaricoquero extremadamente sensible mostrando fuertes
sintomas de sharka
Figure 4. Very susceptible apricot descendant showing strong sharka symptoms

periodos en torno al considerado dptimo:
11, 12 y 13 semanas para el albaricoquero,
y 9y Il para el GE305. Se estudié la in-
fluencia del periodo de reposo artificial en
la mortalidad de las plantas y en la apari-
cién de sintomas, contabilizando el nimero
de plantas con sintomas y ELISA positivo
tras los tratamientos de frio.

Resultados y su discusion

Multiplicaciéon del GF305

Entre los tres métodos ensayados (figu-
ra 5) la germinacién acelerada mediante
tratamiento hormonal con BAP ha resulta-
do ser el peor por el reducido porcentaje de
germinacion, produciéndose entre la prime-
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ra (35% de semillas germinadas) y la cuarta
semana (64%). Ademas las plantas obteni-
das con este método presentaron frecuente-
mente crecimientos en roseta.

Los otros dos tratamientos ensayados
presentaron un elevado porcentaje de ger-
minacién. En el caso de la eliminacion de
la testa la germinacion fue mds rdpida, pre-
sentando el 73% de semillas germinadas en
la segunda semana y el 95% (maximo obte-
nido) en la tercera semana. La estratifica-
cién a 7°C fue maés lenta, comenzando a las
10 semanas (28%) y finalizando a las 14
semanas (92%). La estratificaciéon 7°C ha
sido mds efectiva que la tradicionalmente
utilizada a 4°C, con la cual el GE305 nece-
sita entre 14 y 17 semanas (INRA, 1971).

Respecto a la complejidad de los méto-
dos, la estratificacion a 7°C es mucho mas
facil de aplicar a la rutina, por lo que con
una buena planificacién de las necesidades
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de GF305, es el mas adecuado para su utili-
zacion en el programa de mejora. En condi-
ciones excepcionales de necesidad de mate-
rial a corto plazo debemos utilizar la eli-
minacién de la testa, debido a su eficiencia
y rapidez, y a pesar de su laboriosidad.

Inoculacion del GF305

Respecto a los métodos de inoculacidn,
los que se mostraron mds eficaces en cuan-
to al porcentaje de plantas inoculadas que
mostraron sintomas fueron el injerto con
chapa (80 %) y el injerto con yema (70%)
de GF305 enfermo (figura 6). Es de senalar
que la aparicion de sintomas en todas las
plantas inoculadas con é€xito no sucedid
hasta después del tratamiento en cdmara
fria, mostrandose sintomas antes del frio
sélo en la mitad (figura 6). Estos porcenta-
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Figura 5. Obtencién del GF305 mediante tres métodos diferentes. Porcentaje de semillas germinadas
en funcion del tiempo
Figure 5. The three methods used to obtain GF305 seedlings. Seed germination percentages as
Sfunction of time
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Inyeccion

(N.benthamiana)
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Figura 6. Inoculacion del GF305 mediante 6 métodos. Porcentaje de plantas con sintomas antes y
después del tratamiento de frio

Figure 6. Inoculation of the GF305 seedlings by six methods. Percentage of plants with symptoms
before and after cold treatment

Jjes ya han sido observados con anterioridad
en GF305 (DosBA et al., 1987).

La utilizacién de la corteza (chapa) co-
mo fuente de indculo presenta una mayor
disponibilidad pero a la vez una mayor
inseguridad de haber inoculado realmente,
mientras que las yemas son menos disponi-
bles pero dan mas informacién sobre la
garantia de la inoculacion cuando brotan.
Este Gltimo es el sistema de inoculacion
mds utilizado actualmente en los ensayos
de resistencia (AUDERGON et al., 1994).

Ninguna de las plantas inoculadas con
los otros 4 métodos (inoculacion mecanica
y con jeringuilla, con fuente herbdcea y
lefiosa) mostraron sintomas, luego no fue-
ron inoculadas efectivamente (figura 6).
Nuestros resultados de inoculacién mecéni-

ca corroboran los de BERNHARD et al.
(1969) que consideran que este tipo de ino-
culacién con fuente de indculo lefioso es
Unicamente viable para la inoculacion de
plantas herbdceas, no siendo eficaz para la
inoculacién de otras plantas lefiosas. Sin
embargo, MATERAZZ! et al. (199]) si consi-
guieron inocular mecdnicamente GF305
jovenes.

En el caso de la inoculacién con jerin-
quilla, los resultados aportados en el traba-
jo de Boye y DESVIGNES (1986), donde se
pone de manifiesto una infeccion del 50%
de las plantas inoculadas, no han sido obte-
nidos en nuestros ensayos (figura 6).
DESVIGNES (1997) también describe por-
centajes de hasta el 90% de inoculacién de
GF305 mediante jeringuilla en el caso de
aislados del tipo M, mientras que en aisla-
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dos de!l tipo D los porcentajes obtenidos
por este autor no sobrepasan el 15% de
plantas infectadas.

El porcentaje fallido de inoculacion (en-
tre el 20 y el 30% en el mejor de los casos)
nos sugiere la necesidad de partir de un pa-
trén (GF305 6 Real Fino) no sélo inocula-
do sino ademds mostrando sintomas, sobre
el que realizar la injerta del material a eva-
luar, como método mads efectivo en la evalua-
cion del nivel de resistencia de las descen-
dencias.

Injerta del albaricoquero sobre GF305

Respecto a la época de injerta, la injerta
a yema dormida en febrero produjo unos
porcentajes de brotacidon muy bajos (30%).
La injerta a yema viva en mayo dio mejores
resultados alcanzando el 65 %, cifra que
descendid al 54% el segundo ano. En gene-
ral el reducido grosor de los GF305 utiliza-
dos como patrén y la poda excesiva del
patron realizada para forzar la brotacion de
la yema de albaricoquero afectd negativa-
mente al desarrollo de la planta.

El estudio comparativo del porcentaje de
brotacion de las cuatro variedades de alba-
ricoquero sobre GF305 y sobre Real Fino a
yema viva, muestra la mejor aptitud del
Real Fino (con un 64 % de yemas brotadas
de media) frente al GF305 (39%) en este
ensayo. Canino fue la variedad de mejor
comportamiento con ambos patrones (con
unos porcentajes del 80% de yemas brota-
das sobre Real Fino y un 53% sobre
GF305) (figura 7). Por tanto, la utilizacién
del Real Fino (por otro lado también muy
susceptible a la sharka) debe ser considera-
da en estudios de resistencia cuando quera-
mos simular fielmente las condiciones
naturales en campo (interaccion entre la
variedad y el patron).
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Los resultados nos indican que el éxito
en la injerta depende de numerosos factores
que afectan al patrén y a la yema injertada.
Resulta evidente la necesidad de injertar
sobre patrones en un estado vegetativo
6ptimo y un control equilibrado de la plan-
ta que permita la brotacion de la yema sin
alterar el desarrollo del patrén.

Ciclo de crecimiento artificial y
evaluacion de los descendientes

La aplicacién de tratamientos de frio a
las plantas aceler6 la aparicion de sintomas
y permitié realizar dos ciclos vegetativos
en un afo. Sin embargo, cuando el periodo
de permanencia en la camara fria fue exce-
sivo, se produjo una mortalidad importante
(de hasta el 40 % en GF305). En nuestro
caso 9 semanas fue el periodo de perma-
nencia en camara que dio los resultados
mds satisfactorios para el GF305, aunque
se produjo una mortalidad del 20 %. En el
caso del albaricoquero 11 semanas fue el
periodo éptimo (con un 0% de mortali-
dad), mientras que periodos superiores a 13
semanas originaron una pérdida de material
cast del 40%.

Respecto a la evaluacién de la resisten-
cia en las descendencias, los primeros
resultados corresponden a 144 descendien-
tes que se encuentran en su segundo ciclo
(figura 8). De estos 144 descendientes, en
el primer afio solamente se pudieron eva-
luar 63 individuos, que fueron los inocula-
dos efectivamente. De éstos, 20 mostraron
sintomas (susceptibles) y | mas dieron
ELISA positivo a pesar de no manifestar
sintomas (tolerantes). Las plantas “no eva-
luadas™ hasta la fecha corresponden a aque-
[las sin sintomas en el GF305, no brotadas,
0 muertas.
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Figura 7. Porcentaje de yemas brotadas de cuatro variedades de albaricoquero injertadas sobre GF305
y albaricoquero Real Fino
Figure 7. Bud breaking percentage of four upricot cultivars grafted on GF305 peach seedlings and
Real Fino apricot seedlings
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Figure 8. The number of evaluated plants, with sharka svimptoms or ELISA + out of 144 descendants
of the breeding program in cvcles 0. 1 and 2
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Es de destacar el efecto que tiene el
tiempo de estudio de los materiales en la
clasificacion de su nivel de resistencia, ocu-
rriendo que materiales inicialmente clasifi-
cados como resistentes o tolerantes pueden
Ilegar a mostrar sintomas tras varios ciclos.
Por ello, la necesidad de evaluar las plantas
al menos durante 4 ciclos (AUDERGON et
al., 1995).

DosBA ¢t al. (1994) obtuvieron en alba-
ricoquero un 10 % de plantas con sintomas
en el primer ciclo y un 34 % fueron ELI-
SA-positivo, lo que se aproxima a nuestros
resultados (12 % de plantas con sintomas y
20 % ELISA positivo).

Conclusiones

Podemos concluir, indicando que la ger-
minacion de las semillas de] GF305 debe
de realizarse estratificando a 7°C durante
10-14 semanas y en caso de necesidad ur-
gente de material, mediante [a eliminacidn
de la testa (/-3 semanas).

Por otro lado, la inoculacion del GF305
debe realizarse con corteza de un GF305
enfermo, y la injerta del albaricoquero debe
hacerse a yema viva en el mes de mayo,
sobre los patrones inoculados presentando
sintomas.

El periodo de invierno artificial en ca-
mara fria favorece la aparicién de sintomas
en las plantas sensibles inoculadas aunque
puede producir cierta mortalidad cuando el
tiempo de permanencia es excesivo. El pe-
riodo Ooptimo es de || semanas para el alba-
ricoquero y 9 para el GF305. Este periodo
artificial nos permite realizar dos ciclos de
estudio al ano. Finalizar senalando la nece-
sidad de evaluar las plantas resistentes
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durante al menos 4 ciclos para asegurarse
realmente de su nivel de resistencia.
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