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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado en condiciones in vivo e in vitro el comportamien-
to de 4 variedades de albaricoquero, Stark Early Orange’ y *Goldrich™ de origen esta-
dounidense, ‘Harcot’ (canadiense) y "Real Fino’ (espanola). frente a un aislado del
virus de la sharka (plum pox potyvirus, PPV) denominado RB3.30, representativo de
la poblaci6n espaiiola del virus. Los resultados obtenidos muestran una buena correla-
cién entre la evaluacion in vivo e in vitro. Las variedades ‘Stark Early Orange’ y “Gol-
drich’ se mostraron resistentes mientras que la variedad ‘Real Fino’ se mostrd suscep-
tible. Por otro lado, ‘Harcot’ manifestd un comportamiento diferente, resistente en la
evaluacidn in vivo y tolerante in vitro. La evaluacidn in vitro de la resistencia frente al
PPV se muestra como un método aplicable a la rutina de un programa de mejora del
albaricoquero de manera complementaria a la tradicional evaluacién in vivo.

Palabras clave: Albaricoquero, Prunus armeniaca L., Sharka. Plum pox potyvirus,
Resistencia, Evaluacion in vivo, Evaluacion in vitro.

SUMMARY
IN VIVO AND IN VITRO BEHAVIOUR OF APRICOT CULTIVARS TO PLUM POX
POTYVIRUS (SHARKA)

In this work, the behaviour in in viveo and in vitio conditions of 4 apricot cultivars,
‘Stark Early Orange’ and *Goldrich’ (American), ‘Harcot’ (Canadian) and ‘Real Fino®
(Spanish), to a sharka (plum pox potyvirus. PPV) Spanish isolate was studied. The
results showed a high correlation between the in vivo and in vitro, evaluation. ‘Stark
Early Orange’ and *Goldrich’ behaved as resistance, whereas ‘Real Fino’ was suscep-
tible. On the other hand. ‘Harcot’ behaved different, as resistant in vivo and tolerant in
in vitro. The in vitro evaluation of resistance to PPV could be a suitable method to
evaluate the resistance to PPV in apricot breeding programs as a complement to the
traditional in vivo evaluation.

Key words: Apricot, Prunus armeniaca L.. Sharka, Plum pox potyvirus. Resistance,
[n vivo evaluation, In vitro evaluation.
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Introduccion

La sharka, enfermedad viral producida
por el plum pox potyvirus (PPV), es en la
actualidad uno de los factores limitantes
mds importantes para el cultivo del albarico-
quero en las zonas europeas afectadas
(NEMETH, 1994). Hasta la fecha, todas las
variedades de albaricoquero tradicionalmen-
te cultivadas en Europa que han sido evalua-
das se han mostrado susceptibles a los dife-
rentes aislados de este virus (KARAYIANNIS,
1989; DosBa er al., 1991; AUDERGON et al.,
1995). El control de la enfermedad se reali-
za en estos momentos mediante el arranque
de los arboles enfermos y e) uso de varieda-
des certificadas libres de virus. Estas medi-
das reducen la dispersion del virus aunque
sin garantizar su erradicacion (DICENTA et
al., 1999), por lo que el cultivo de varieda-
des resistentes es la dnica solucidn definitiva
para el control de la enfermedad (AUDERGON
etal., 1994; POLAK et al., 1995).

Las fuentes de resistencia descritas origi-
nalmente fueron variedades procedentes de
Norte América. Estas variedades presentan
en su mavoria una serie de caracteristicas
negativas (autoincompatibilidad floral, fru-
tos de poca calidad, grandes necesidades de
frio) que no permiten su cultivo en las prin-
cipales zonas de produccion europeas. Por
tanto. in obtencion de nuevas variedades
resistentes al PPV es uno de los principales
objetivos de la mejora genética del albarico-
quero en toda Europa (AUDERGON et al.,
1994 POLAK et al., 1995; EGEA et al., 1999).

La evaluacion de la resistencia es uno de
los aspectos claves en los programas de
mejora genética del albaricoquero para
resistencia al PPV. En las zonas europcas
con altos niveles de infeccion como Centro
y Este de Europa o Grecia, esta evaluacion
de la resistencia se realiza en campo en con-
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diciones de infeccion natural (KARAYIANNIS,
1989; POLAK ef al., 1997), mientras que en
los paises donde la enfermedad se encuen-
tra menos extendida, como Francia o Espa-
na, se realiza en condiciones controladas en
invernaderos a prueba de insectos (AUDER-
GON et al., 1994: MARTINEZ-GOMEZ 'y
DICENTA, 1998).

Este trabajo tiene como objetivo compa-
rar el comportamiento in vivo e in vitro del

Figura 1. Variedad ‘Goldrich’ injertada sobre
melocotonero GF305 inoculado con el PPV. Es
posible observar la ausencia de sintomas de PPV
en esta variedad frente a los cuantiosos sintomas
que presenta el GF305.

Figure I. "Goldrich’ cultivar grafted onto
GF305 peach inoculated with PPV, It is posible
to see the ubsence of sharka svmptoms in the
cultivar in front of the strong symptoms showed
by the GF305.



20 Comportamiento in vivo e in vitro de variedades de albaricoquero frente al plum pox potyvirus...

nivel de resistencia de 4 variedades de alba-
ricoquero de interés para su utilizacién en
los programas de mejora frente a un aislado
del PPV representativo de la poblacién exis-
tente en Espaiia.

Material y métodos

Material vegetal

Las variedades de albaricoquero ensaya-
das fueron las de origen estadounidense
‘Stark Early Orange’ y ‘Goldrich’, la cana-
diense ‘Harcot’, y la espanola ‘Real Fino’.
Como patrén se utilizaron plantas proceden-
tes de semillas de melocotonero ‘GF305’,
caracterizado por su elevada susceptibilidad
al PPV y muy utilizado como patrén suscep-
tible en los ensayos de evaluacién de la resis-
tencia al PPV de diversos Prunus (AUDER-
GON y MORVAN, 1990; GABOvVA, 1994).

Aislado ensayado

Como fuente del PPV se utilizé el aisla-
do RB3.30, aislado Tipo Dideron proceden-
te de la coleccion de aislados del IVIA de
Valencia, obtenido en Espana a partir de
ciruelo ‘Red Beaut’ y mantenido en melo-
cotonero ‘GF305’. Este aislado es conside-
rado representativo de la poblacién espafio-
la de aislados de PPV (ASENSIO, 1996).

Evaluacion in vivo del nivel de resistencia

La evaluacién in vivo del nivel de resis-
tencia se realiz6 aplicando el método descri-
to por MARTINEZ-GOMEZ y DICENTA (1998),
en condiciones controladas en invernadero

a prueba de insectos, utilizando como patrén
susceptible el melocotonero ‘GF305’. Diez
repeticiones de cada variedad fueron injerta-
das sobre el patrén previamente inoculado
mediante injerto de corteza con el PPV. Las
plantas fueron sometidas a dos ciclos de cre-
cimiento artificial al ano, con periodos de
cuatro meses de cultivo en invernadero y
aplicacion de periodos de letargo artificial de
dos meses en camara fria a 7°C y oscuridad.

La presencia de sintomas en el patrén
GF305 fue indicativa de la eficiente inocu-
lacion del virus, en caso contrario fue
necesario repetir esta inoculacién. La eva-

Figura 2. Variedad ‘Goldrich’ microinjertada in
vitro sobre melocotonero GF305 inoculado con
el PPV.

Figure 2. ‘Goldrich’ cultivar in vitro
micrografted onto GF305 peach inoculated with
PPV.
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Cuadro |. Comportamiento in vivo de Jas variedades de albaricoquero estudiadas
frente al PPV
Table 1. In vivo behaviour of studied apricot cultivars to PPV

Ciclo | Ciclo 2
Plantas Plantas
Variedad  ensayadas evaluadas (a)  Sintomas (b) ELISA (¢) Sintomas (b) ELISA (c)
‘SEO’* 10 S 0(0) 0(0,21) 0(0) 0(0,25)
‘Goldrich’ 10 5 0(0) 0(0,28) 00 0(0,24)
‘Real Fino’ 10 5 4(2.3) 4 (1.55) 3(2.3) 5(1.68)
*Harcot’ 10 4 0(0) 0(0.27) 0(0) 0(0,23)

(*) Stark Early Orange.

(a) Plantas en las cuales la inoculacién fue efectiva, el patrén mostré sintomas de sharka y dio
ELISA+, y se produjo la brotacion de las yemas de albaricoquero injertadas.
(b) Ndmero de plantas con sintomas (intensidad media de estos sintomas, utilizando una escala de 0

—ausencia de sintomas— a 5 —-médxima intensidad-).

(c) Nimero de plantas ELISA+ (Densidad Optica -DO- media del ELISA a 405 nm a los 60" de las
plantas enfermas. DO del albaricoquero sano control = 0,22).

luacién del comportamiento o nivel de
resistencia frente al PPV de las variedades
ensayadas, se realiz6 mediante Ja observa-
cién de sintomas en hoja en cada ciclo de
estudio dos meses después de la salida de
la cdmara fria, utilizando una escala entre
0 (ausencia de sintomas) y 5 (méxima
intensidad de sintomas). Para verificar la
presencia o ausencia del virus, se aplico la
prueba ELISA-DASI con anticuerpos mo-
noclonales 5B-IVIA especificos de PPV,
realizando lecturas de Densidad Optica
(DO) a 405 nm a los 60" (CAMBRA ef al.,
1994).

De acuerdo con el criterio descrito por
AUDERGON et al. (1994), las plantas que
manifestaron sintomas se consideraron sus-
ceptibles, las que no mostraron sintomas
pero dieron ELISA+ fueron consideradas
tolerantes, mientras que las que no mostra-
ron sintomas ni dieron ELISA+ fueron con-
sideradas resistentes.

Evaluacion in vitro del nivel de
resistencia

En el método de evaluacién in vitro
ensayado se utilizaron como micropatrones
plantas procedentes de semillas de ‘GF305’
germinadas in vitro mediante estratificacion
a 7°C en tubos de ensayo durante 10 sema-
nas, y posterior cultivo durante 4 semanas
en camara a 22°C y un fotoperiodo de 16
horas. Como fuente de inéculo se introduje-
ron tallos enfermos de ‘GF305" que mostra-
ban claros sintomas de le enfermedad y fue-
ron brotados in vitro. Cuando los ‘GF305°
usados como micropatrones tenfan una altu-
ra de 3 cm y un grosor de 2-3 mm, fueron
inoculados mediante microinjerto con una
yema recién brotada procedente de tallos
previamente introducidos como fuente de
inéculo y brotados in vitro. Dos semanas
después de la inoculacién, estos micropa-
trones inoculados fueron microinjertados
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Cuadro 2. Comportamiento /n vitro de las variedades de albaricoquero estudiadas
frente al PPV
Tuble 2. In vitro behaviour of studied apricot cultivars to PPV

Plantas Plantas
Variedad ensayadas evaluadas (a) Sintomas (b) ELISA (¢)
‘SEO’* 10 5 0 00,19
‘Goldrich’ 10 6 0(0) 00,25)
‘Real Fino” 10 4 2(1.0) 4(0,68)
“Harcot’ 10 6 0(0) 2 (0,60)

(*) Stark Early Orange.

(a) Plantas en las cuales la inoculacién fue efectiva, la fuente de indculo microinjertada dio ELISA+ v
se produjo el desarrollo de las yemas de albaricoguere microinjertadas.
(b) Namero de plantas con sintomas (intensidad media de estos sintomas, utilizando una escala de 0

—ausencia de sintomas— & 5 —mdaxima intensidad-).

(c) Nimero de plantas ELISA+ (Densidad Optica -DO- media del ELISA a 405 nm a los 60" de las
plantas enfermas. DO del albaricoquero sano control 0,24).

con una yema recién brotada de la variedad
de albaricoquero a evaluar también proce-
dente de tallos previamente introducidos y
brotados in vitro.

Al igual que en la evaluacién in vivo, la
presencia de sintomas o ELISA+ de Ja ye-
ma microinjertada como fuente de in6culo
fue indicativa de la eficiente inoculacion, en
caso contrario fue necesario repetir la ino-
culacién. La evaluacién de] comportamien-
to frente al PPV, se realizé mediante la
observacion de sintomas en hoja de la va-
riedad un mes después de ser microinjerta-
da sobre el patrdn, utilizando también una
escala entre O (ausencia de sintomas) y 5
(maxima intensidad de sintomas). Para veri-
ficar la presencia o ausencia del virus, se
aplicé la prueba ELISA-DASI (CAMBRA et
al., 1994), aplicando también como criterio
descrito para caracterizar este comporta-
miento el descrito por AUDERGON ef al.
(1994).

Resultados y su discusion

Los resultados obtenidos en la evaluacién
de la resistencia in vivo e in vitro de las
variedades estudiadas muestran una buena
correlacion entre ambos métodos de evalua-
cién. En el caso de las variedades “Stark
Early Orange’, "Goldrich’ y ‘Real Fino™ el
comportamiento fue similar, mientras que
‘Harcot” mostré un comportamiento dife-
rente en los dos métodos de evaluacion.

Las variedades, ‘Stark Early Orange’ y
*Goldrich’ (figura 1) fueron clasificadas in
vivo como resistentes al aislado ensayado,
después de los 2 ciclos de estudio no mos-
traron sintomas ni dieron ELISA+ ninguna
de las repeticiones evaluadas (cuadro 1).
También se mostraron resistentes en el
ensayo in vitro no mostrando sintomas ni
dando ELISA+ ninguna de las repeticiones
evaluadas (cuadro 2).
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‘Stark Early Orange’ fue una de las pri-
meras variedades descritas como resistentes
a aislados Tipo M de PPV (SYRGIANNIDIS,
1980), y posteriormente ha sido también
descrita como resistente por diferentes
autores, incluso tras ser injertada sobre arbo-
les adultos muy enfermos (KARAYIANNIS,
1989; DosBa et al., 1991, AUDERGON ¢t al.,
1994; 1995; KARAYIANNIS vy  MAINOU,
[994). Sin embargo, recientemente, algu-
nos autores han observado sintomas en
hojas de esta variedad después de la injerta
sobre arboles enfermos de sharka infecta-
dos con aislados del virus Tipo M (POLAK
et al., 1995; 1997, BaLaN y STo1aN, 1995).

‘Goldrich™ ha sido clasificada también
como resistente a aislados Tipo D y M en
condiciones de infeccién natural e inverna-
dero por DosBA ef al., (1991). KARAYIANNIS
y MAINOU (1994) AUDERGON et al. (1995).
Sin embargo, en ensayos sobre drboles
enfermos también con aislados Tipo M se
ha observado presencia de sintomas y
ELISA+ (POLAK ef al., 1995; 1997). Estos
aislados Tipo M han sido descritos como
mds agresivos en albaricoquero que los ais-
lados Tipo D (QuioT et al., 1995) utilizados
en este ensayo.

Esta resistencia mostrada in vivo e in
vitro por la variedad ‘Goldrich’ frente al ais-
lado ensayado, representativo de los aisla-
dos espafioles, ademas del buen comporta-
miento agronomico observado en este pais
por ‘Goldrich’ entre las variedades resisten-
tes ensayadas, pondria de manifiesto el inte-
rés de estas variedades como fuente de
resistencia para ser utilizadas en programas
de mejora en Espafia (EGEA et al., 1999).

La variedad ‘Real Fino® se mostré sus-
ceptible al aislado ensayado tanto en los
€nsayos in vivo como in vitro. Observamos
que después de dos ciclos de estudio en
condiciones in vivo (cuadro 1), y después
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de la inoculacidén in vitro (cuadro 2), el
100% de las plantas evaluadas manifestaron
sintomas o fueron ELISA+. Esta variedad
también ha sido recientemente descrita
como susceptible en ensayos realizados en
condiciones controladas in vivo sobre patrén
albaricoquero franco (MARTINEZ-GOMEZ y
DiICcENTA, 1999).

En el ensayo en condiciones in vitro,
podemos observar como en el caso de esta
variedad susceptible, 2 de las repeticiones
evaluadas que dieron ELISA+ no manifesta-
ron sintomas (cuadro 2). Ademds, la intensi-
dad de los sintomas manifestados por esta
variedad susceptible fue mucho menor in
vitro (1.0) (cuadro 2) que la observada en
condiciones in vivo (2.3) (cuadro 1). Se
pone asi de manifiesto la dificultad de
observacion de los sintomas en las condicio-
nes in vitro, consecuencia del caracteristico
desarrollo de las plantas en tubo de ensayo
(figura 2), no debiendo confundir esta difi-
cultad en la observacién de sintomas con el
concepto de tolerancia descrito por AUDER-
GON et al. (1994) como un nivel intermedio
entre susceptibilidad y resistencia.

Por tanto, la prueba ELISA es imprescin-
dible para determinar el estado de infeccién
de los materiales en estas condiciones in
vitro. Los resultados de Densidad Optica
obtenidos en las plantas enfermas de ‘Real
Fino’ también fueron menores en las condi-
ciones in vitro (0,68) (cuadro 2) frente a los
observados in vivo (1,68) (cuadro 1) fruto
probablemente también de las condiciones de
desarrollo de las plantas en tubo de ensayo.

En cuanto a la caracterizacion de los sin-
tomas observados en ‘Real Fino’, en el
ensayo in vivo se aprecié una distribucion
irregular de los sintomas en la planta,
observandose clorosis nerviales y manchas
cloréticas en hojas ademas de un rizado de
las mismas, sintomas tipicos descritos ante-
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riormente en albaricoquero por PELET y
Bovey (1968). Los sintomas observados in
vitro, menos intensos y mds irregulares,
consistieron en una clorosis nervial con un
rizado muy suave de las hojas.

Finalmente, ‘Harcot™ se mostré resistente
en el ensayo in vivo, ya que después de 2
ciclos de estudio ninguna de las 4 repeticio-
nes bien inoculadas mostré sintomas ni die-
ron ELISA+. Por otro lado, en condiciones
in vitro, la variedad no mostré sintomas
pero si ELISA+ en 2 de las 6 repeticiones
evaluadas (cuadro 2). Estos datos del com-
portamiento de ‘Harcot’ in vitro indicaria
una tolerancia in vitro al aislado Tipo D
ensayado. ‘Harcot’ ha sido descrita como
resistente frente a aislados Tipo M y D
(DosBA ef al., 1991; AUDERGON et al. 1994).
Sin embargo, otros autores han observado
sintomas después de varios afios de estudio
con aislados Tipo M y D (KARAYIANNIS,
1989; AUDERGON et al., 1995; POLAK et al.,
1995; 1997). Estos altimos datos pondrian
de manifiesto la susceptibilidad de esta
variedad a los aislados Tipo D manifestada
en nuestros ensayos en condiciones in vitro.

Podemos concluir indicando que la eva-
luacién en condiciones in vitro presenta la
gran ventaja de una respuesta mucho mds
rapida de los materiales evaluados, si bien,
los resultados observados en la manifesta-
cién de sintomas y la DO del ELISA en
estas condiciones son peores que Jos resul-
tados obtenidos in vivo. La evaluacion in
vitro de la resistencia, pues, puede ser un
complemento a la tradicional evaluacién in
vivo ya que supone un ahorro de espacio y
acortamiento del proceso de evaluacion. La
evaluacién in vitro seria utilizable en los
programas de mejora del albaricoquero
como primera etapa, aunque siendo necesa-
rio posteriormente contrastar Jos resultados
obtenidos con los de la evaluacion tradicio-
nal in vivo.
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