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SINTESIS

Se ha realizado una amplia prospección para detectar la posible
presencia del virus de la sharka en España, mediante la aplicación de la
técnica inmunoenzimática ELISA-«sandwich». Se concluye que, en esta
fecha, todos los materiales ensayados están libres de la enfermedad.

INTRODUCCION

La sharka o «plum pox» (Viruela del ciruelo) es actualmente la virosis
frutal de mayor importancia económica en Europa, en razón de los graves
daños que produce sobre algunos frutales de hueso —especialmente ciruelo
europeo y albaricoquero—, así como por su difusión por pulgones.

En las variedades sensibles de ciruelo, los primeros síntomas se
manifiestan, antes de la madurez, en forma de manchas o anillos azulados
en la superficie de los frutos. Estas manchas se hacen después necróticas y
deprimidas. Los tejidos subyacentes adquieren un color pardo y exudan
goma (fig. 1). La caída de los frutos tiene lugar de 20 a 30 días antes de la
madurez comercial. En definitiva, los frutos son tan inservibles para el
consumo directo como para el secado, la destilación o la conservería. En
albaricoquero, los síntomas son similares, apareciendo, además, manchas y
anillos sobre los huesos (fig. 2), que distinguen a la sharka verdadera de
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Fig. 1.—Síntomas de sharka sobre frutos de ciruelo europeo. Alemania, 1976.

Fig. 2.—Síntomas de sharka sobre frutos y huesos de albaricoquero. Hungría, 1979.
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Fig. 3.—Síntomas de viruela (falsa sharka) sobre frutos de albaricoquero Búlida.

Fig. 4.—Síntomas de sharka sobre frutos de melocotonero. Francia, 1977.
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Fig. 5.—Síntomas de falsa sharka, probablemente producida porel virus del «chlorotic leaf
spot», sobre frutos de ciruelo Mme. Guttin. Zaragoza, 1978.

Fig. 6.—Síntomas de «golpe de sol», fácilmente distinguibles de los de sharka, sobre frutos de
ciruelo japonés. Valencia, 1979.
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otras virosis como la viruela del albaricoquero Búlida (falsa sharka) (fig. 3).
En melocotonero, los daños son menos importantes (fig. 4), pudiendo
incluso pasar desapercibidos. Muchas variedades de las 3 especies citadas
presentan, además, síntomas foliares (LLACER, 1978).

La sharka se caracteriza por su modo de transmisión, que difiere
sensiblemente del de las otras virosis de frutales, ya que es prácticamente la
única que se difunde por pulgones (Oerr, 1974).

Las primeras manifestaciones conocidas de la sharka proceden de
Bulgaria (ATANASOFF, 1932), donde la enfermedad constituía ya un pro-
blema económico importante para las plantaciones de ciruelo. JOSIFOVIC
(1937) describió la sharka en Yugoslavia y CHRrISTOF (1938) señaló por
primera vez la enfermedad sobre albaricoquero. Desde entonces, la sharka
no ha cesado de avanzar desde los países balcánicos y centroeuropeos hacia
el oeste y el sur del continente, afectando en la actualidad a 16 países
europeos (Oerr, 1974).

En España la sharka no ha sido detectada hasta el momento, aunque lo
cierto es que nunca se habían hecho los estudios necesarios (LLACER, 1978).
Esta situación aconsejó iniciar una prospección sobre la posible incidencia
del virus en España, basándose en los 4 puntos siguientes:
— La existencia en nuestro país de material vegetal importado, fun-

damentalmente patrones, procedente de países afectados por la enfer-
medad.

— La detección de la sharka en Francia, introducida como consecuencia
de la importación de ciruelo Brompton procedente de Holanda
(MARENAUD, LANSAC y MAISON, 1975; MoRrvan, 1976).

— La observación de síntomas sospechosos en alguna variedad de la colec-
ción de ciruelo europeo de la Estación Experimental de Aula Dei(fig. 5),
en Zaragoza (HERRERO, 1978, comunicación personal), así como en
algunas plantaciones comerciales de la provincia de Valencia (fig. 6).

— La puesta a punto de la técnica inmunoenzimática ELISA-«sandwich»
(CLARK et al., 1976) para la detección del virus de la sharka, que permite
la realización de gran número de ensayos de una manera rápida,
sensible y económica.

MATERIALES Y METODOS

Materiales ensayados

Los materiales ensayados han sido los siguientes:

Colección de ciruelo europeo de la Estación Experimental de Aula Dei
(Zaragoza)

2502 Stanley 2813 Anna Spath
1379 Mme. Guttin 2635 R.C. Transparente
2615 Ruth Gesterter 2828 Imperiale
2500 R. Claude GF 1380 2824 Robe Sargent
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2814 Jefferson 2078 R. C. Tolosa
2506 d'Ente 731 Giant
2868 Martin 2508 P-2180
2499 R.C. de Althan 2604 Krikon
2822 Double robe 3012 Quetsche de Italia
2634 R.C. tardía 893 Early transparent
2815 Early Laxton 1077 R. C. Verde
1979 Utilidad de Laxton 2818 Bonne de Bry
2633 R.C. Bavay 2817 R. C. de Bavay
1369 Bella de Lovaina 1027 R. C. de Oullins
2504 d'Ente GF.707 2819 R. C. tardía de Chambourcy
1726 Burton 1742 R. C. Washington
903 President 2825 Stanley
2869 Bescos 2605 Pozegaka
1263 Real de Calahorra 343 Gloria de Epinay
2656 Mirabelle de Nancy GF 510 2609 Grand Prize
2505 d'Ente GF 698 344 R. C. Negra
2636 R. C. Rosa 73 Pasa violeta
2233 Reine-Claude GF. 1380 2823 Double robe
2507 Quetsche de Alsacia 2903 President
2503 R. C. Violeta 2610 Quetsche de Italia

Colección de ciruelos empleados como patrones de la Estación
Experimental de Aula Dei (Zaragoza)

Brompton P.N. E 340-2.27 P.N.
Brompton 3000 E 340-10.6 P.N.
San Julián A Pixy P.N.
San Julián A P.N. GF-43 P.N.
San Julián GF 655-2 GF-31
Damas 1869 GF-1830
Mirobolán B Berga
Mirobolán 2977 Calaf
Mariana GF 8-1 Constantí 1

Mariana 26-24
Pollizo de Murcia Puebla de Soto 67
Pollizo de Murcia Puebla de Soto 101
Pollizo de Murcia Alguazas 1

Materiales introducidos en el Centro Regional de Investigación y Desarrollo
Agrario del Ebro (Zaragoza) en agosto y septiembre de 1978

ALBARICOQUEROS Procedencia

Luizet A.431 Suiza
Luizet A.14 Suiza
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Gonci Magyar Hungría
Moniquí Israel
Canino A 1343A Francia
Rouge de Rivesaltes Francia

ALMENDROS Procedencia

Marcona 185A Francia
A1 R269%A Francia
Desmayo Largueta Israel
Desmayo Rojo Israel

MELOCOTONEROS

Halford Canadá
Rougers Red Leaf Canadá
Keimoes Sudáfrica
Walgant Sudáfrica
Sorel Israel

Muestras de ciruelo Brompton tomadas en viveros o plantaciones
comerciales

Vivero Los Rosales, Gurrea de Gállego (Huesca).
Vivero de la Diputación Provincial de Madrid, Arganda (Madrid).
Finca «La Orden» del CRIDA 08 en Guadajira (Badajoz).
Plantaciones comerciales en la zona de La Rinconada (Sevilla).
Plantaciones comerciales en la zona de Alcañiz (Teruel).
Plantaciones comerciales en la zona de Alfaro (Logroño).

Otros materiales ensayados

Muestras de ciruelo recibidas de las zonas de Alcañiz (Teruel), Alfaro
(Logroño) y Albaida (Valencia).

Excepto en los viveros o plantaciones comerciales —donde se tomaron
muestras al azar— en los demás casos se ensayaron todos los árboles de
la colección. El total de árboles a los que se ha aplicado el método de diag-
nóstico fue de 672, correspondientes a 102 orígenes distintos.

Método de diagnóstico

Como método de diagnóstico se ha elegido la técnica inmunoen-
zimática ELISA («Enzyme-Linked Immunosorbent Assay»; ENGVALL y
PERLMANN, 1971) por ser más rápida, sensible y económica que la
inoculación de plantas indicadoras (CLARK y ADAMS, 1977) y, al mismo
tiempo, para evitar los riesgos que entraña el manejo de plantas infectadas.
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Antisuero

El antisuero bruto anti virus de la sharka («plum pox virus» o PPV),
cepa griega Marcus, fue porporcionado por J. Dunez y C. KERLAN del
Laboratoire de Virologie de la Station de Pathologie Végétale del INRA en
Bordeaux (Francia).

Purificación de inmunoglobulinas

El antisuero, conservado volumen a volumen en glicerol, fue diluido
1/10 en agua destilada estéril y se precipitaron sus proteínas con sulfato de
amonio al 50 p. 100 de saturación. Tras reposo de 30 minutos a 4% C,se
centrifugó 20 minutos a 20.000 g, en una centrífuga preparativa Beckman,
modelo J-21B. La purificación de la fracción inmunoglobulinasse realizó
en las condiciones y técnica descrita por CAMBRA, MORENO y NAVARRO
(1979).

Preparación del conjugado inmunoglobulina-enzima

Se empleó como enzima la fosfatasa alcalina Sigma tipo VII. Las
inmunoglobulinas purificadas anti virus de la sharka se ajustaron con un
espectrofotómetro SuperScan 3-Varian a la concentración de 1 mg./ml.
(E$d,=1.4). Para la preparación del conjugado se emplearon 5 mg de
enzima y 2 mg de inmunoglobulinas y se siguió el método descrito por
ENGVALL y PERLMANN (1971) y CLARK y ADAMS (1977), utilizando una
concentración final de glutaraldehído del 0,05 p. 100 (AvrAmeas, 1969). Se
conservó el conjugado en glicerol (volumen a volumen), añadiendo 0,5 p.
100 de albúmina de suero bovino, en frascos de vidrio a —18% C, tras
filtración estéril con una membrana Millipore de 0,45 n.

Realización del ensayo inmunoenzimático

Se realizó en las cuatro etapas clásicas descritas por ENGVALL y
PERLMANN (1971) y en las condiciones particulares y tampones descritos por
CAMBRA, MORENO y NAVARRO (1979), utilizando para tapizar una solución
de 1 ng/ml. de inmunoglobulinas anti virus de la sharka. La preparación
de los extractos se efectuó homogeneizando hasta diez muestras en un solo
ensayo, con la relación un peso de hojas a estudio en diez volúmenes de
tampón de extracción, compuesto por agua fisiológica tamponada
pH 7,2 (0,8 p. 100 CINa, 0,04 p. 100 PO,H,Na.2H;0, 0,27 p. 100
PO,HNa,.12H;0), adicionada de 1,5 p. 100 de polivinil pirrolidona (pm
10.000). Como testigo positivo se emplearon hojas de Nicotiana clevelandii
inoculadas con PPV y desecadas en cloruro de calcio por el método de
BOS, suministradas por G. Morvan de la Station de Pathologie Végétale
del INRA en Montfavet (Francia).
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Se empleó una dilución óptima de 1/500 de inmunoglobulinas anti
virus de la Sharka conjugadas con la enzima, en tampón de extracción, y la
reacción serológica se reveló con un tampón sustrato pH 9,8 conteniendo
10 p. 100 de dietanolamina en agua destilada, adicionado de 1 mg/ml de
p-nitrofenil fosfato. La lectura de resultados se efectuó visual y espectro-
fotométricamente a 405 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento de las condiciones óptimas de realización del ensayo

En la figura 7 se exponen las densidades ópticas obtenidas espectro-
fotométricamente a 405 nm, en función de la concentración de tapizado y
de la dilución de inmunoglobulinas conjugadas con la enzima, con una
muestra del testigo positivo homogeneizada (W:100 V) en tampón de
extracción y otra de ciruelo europeo sano homogeneizada (W:10 V) en
tampón de extracción, como testigo negativo. Se utilizaron concentracio-
nes de inmunoglobulinas anti PPV (Ig-PPV) de 0,5 1, 2 y 5 peml y
diluciones de estas inmunoglobulinas conjugadas con fosfatasa alcalina
(Ig-PPV-E) de 1/200, 1/500 y 1/1000.

D.O.

1/200 Ig-PPV-E. Testigo enfermó
1 (w: 100v)

0 1/500 " " ui

y
1/1000 " ; "

ON = Vlona eooeoooo 1/200 Ig-PPV-E. Testigo sano (w:10v)
Concentracion. lg-PPV (Mami)

Fig. 7.—Densidades ópticas obtenidas espectrofotométricamente a 405 nm, en función de la
concentración de tapizado y de la dilución de inmunoglobulinas conjugadas con la enzima.

En la gráfica puede observarse cómo la densidad óptica es superior paraconcentraciones másaltas de Ig-PPV y diluciones menores de Ig-PPV-E. Se
ha optado por una concentración de tapizado de 1 ng/ml y una dilución
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de Ig-PPV-E de 1/500, por ser económicas y presentar valores de densidad
óptica muy aceptables y superiores al testigo negativo.

Resultado de la prospección y conclusiones

A pesar de que en las condiciones de realización del ensayo se ha
detectado el virus de la sharka en el testigo positivo, incluso diluido mil
veces, ninguna de las muestras estudiadas ha dado reacción positiva,
pudiéndose concluir, por tanto, que en esta fecha todos los materiales
ensayados están libres de la enfermedad. Aunque no puede afirmarse
taxativamente que el virus de la sharka no se halla en España, este
resultado ofrece, no obstante, elevadas garantías de una incidencia muy
baja o nula, habida cuenta de que las colecciones y demás materiales
estudiados son muy representativos y, en muchoscasos, fuente de partida
de los que se utilizan en nuestro país.

El resultado anterior, obtenido con un método de alta sensibilidad (1
pg/ml de virus, CLARK y ADAws, 1977), confirma la ausencia de síntomas
atribuibles a sharka en la gran mayoría de materiales observados visual-
mente durante la prospección. Los casos de sintomatología dudosa citados
en la introducción pueden atribuirse a falsa sharka, producida probable-
mente porel virus del «chlorotic leaf spot» (POSNETTE y ELLENBERGER, 1963;
MARENAUD, 1971), en el caso del ciruelo europeo (fig. 5), o bien a una
fisiopatía (tipo «golpe de sol») en el caso de las plantaciones de la
provincia de Valencia (fig. 6) (TusET, 1979, comunicación personal).

Teniendo en cuenta la importancia del cultivo de frutales de hueso en
algunas zonas españolas y los graves daños que la sharka puede ocasionar
en los mismos, es necesario mantener una especial vigilancia sobre las
posibles importaciones de material frutal procedente de los países afec-
tados. Si, a pesar de todo, el virus de la sharka fuera detectado en el futuro,
sería urgente proceder a la localización de focos y su erradicación (para lo
cual la técnica ELISA-«sandwich» presenta actualmente todas las ventajas),
así como al mantenimiento bajo abrigo de cuarentena de todas las
colecciones de material frutal susceptible, previo nuevo control de su
estado sanitario.
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RESUMEN

España es uno de los pocos países europeos en dondeel virus de la Sharka —o
plum pox virus (PPV)— no ha sido detectado hasta el momento. Esta situación,
unida a los graves daños que la sharka puede ocasionar en algunos frutales de
hueso, aconsejó iniciar una prospección sobre la posible incidencia del virus en
España, basándose en los 4 puntos siguientes:
— La existencia en nuestro país de material vegetal importado, fundamental-

mente patrones, procedente de países afectados por la enfermedad.
— La detección de la sharka en Francia, introducida como consecuencia de la

importación de ciruelo Brompton procedente de Holanda.
— La observación de síntomas sospechosos en alguna variedad de la colección

de ciruelo europeo de la Estación Experimental de Aula Dei, en Zaragoza.
— La puesta a punto de la técnica inmunoenzimática ELISA («Enzyme-linked

immunosorbent assay») para la detección del virus de la sharka, que permite
la realización de gran número de ensayos de una manera rápida, sensible y
económica.
El ensayo inmunoenzimático se realizó en las 4 etapas clásicas descritas por

CAMBRA, MORENO y NAvARro (1979). El antisuero bruto anti virus de la sharka fue
proporcionado por J. Dunez y C. KERLAN del Laboratoire de Virologie de la Station
de Pathologie Végétale del INRA en Bordeaux (Francia). Una vez purificado el
antisuero bruto y establecidas las condiciones óptimas de realización del ensayo, se
utilizó una solución de 1 ng/ml] de inmunoglobulinas anti virus de la sharka (Ig-
PPV) para tapizar los pocillos de las placas de poliestireno empleadas como
inmunoadsorbente. Los extractos se llevaron a cabo homogeneizando (W:10 V) las
hojas de las muestras a estudio en agua fisiológica tamponada, pH 7,2, adicionada
de 1,5 p. 100 de polivinil pirrolidona, agrupando a veces varias muestras en un solo

- ensayo. Como testigo positivo se utilizaron hojas de Nicotiana clevelandii
inoculadas con PPV y desecadas en cloruro de calcio por el método de BOS,
suministradas por G. Morvan de la Station de Pathologie Végétale del INRA en
Montfavet (Francia).

Se empleó una dilución óptima de 1/500 de Ig-PPV conjugadas con la enzima
fosfatasa alcalina y la reacción serológica se reveló con un tampón sustrato
conteniendo 1 mg/ml de p-nitrofenil fosfato. La lectura de resultados se efectuó
visual y espectrofotométricamente a 405 nm, empleando tampón de extracción
como control de cero.

Los materiales ensayados han sido los siguientes:
— Colección de ciruelo europeo de la Estación Experimental de Aula Dei

(Zaragoza).
— Colección de ciruelos empleados como patrones en la misma Estación.
— Materiales introducidos del extranjero en el Centro Regional de Investigación

y Desarrollo Agrario del Ebro (Zaragoza) en 1978 (albaricoqueros, almendros
y melocotoneros).

— Muestras de ciruelo Brompton tomadas en viveros o plantaciones comerciales de
6 provincias distintas.
Excepto en este último caso —donde se tomaron muestras al azar— en los

demás casos se ensayaron todos los árboles de las colecciones. El total de árboles a
los que se ha aplicado el método de diagnóstico fue de 672, correspondientes a 102
orígenes distintos.
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A pesar de que en las condiciones de realización del ensayo se ha detectado el
virus de la sharka en el testigo positivo, incluso diluido mil veces, ninguna de las
muestras estudiadas ha dado reacción positiva, pudiéndose concluir, por tanto, que
en esta fecha todos los materiales ensayados están libres de la enfermedad.
Aunque no puede afirmarse taxativamente queel virus de la sharka no se halla en
España, este resultado ofrece, no obstante, elevadas garantías de una incidencia
muy baja o nula, habida cuenta de que las colecciones y demás materiales
estudiados son muy representativos y, en muchos casos, fuente de partida de los que
se utilizan en nuestro país.

Los casos de sintomatología dudosa citados al principio pueden atribuirse a
falsa sharka, producida probablemente por «chlorotic leaf spot virus» (MARENAUD,
1971).

SUMMARY

A survey of plum pox virus (PPV or sharka) in Spain using «ELISA» method.

Spain is one of the few countries in Europe where sharka virus has not been
described. Budwood importations from countries where the disease is present and
some symptoms suspicious of PPV observed in the European plum collection at
the Estación Experimental de Aula Dei (Zaragoza), made feasible the presence of
the sharka in Spain. Since this virus can be a threat for many stone fruit trees and
careful indexing work had not been done here, we decided to begin a nationwide
survey using ELISA method to determine the presence and importance of the
disease.

The immunoassay was carried out according to the conditions described by
CAMBRA, Moreno and Navarro (1979) using 1 ng/ml of immunoglobulins for
coating plates and a 1/500 dilution of the conjugate. Results were estimated by
direct observation or in some cases by measuring optical density at 405 nm in a
spectrophotometer. The PPV antiserum was kindly provided by J. Dunez and C.
KERLAN (Laboratoire de Virologie de la Station de Pathologie Végétale de TINRA a
Bordeaux, France).

Leaf extracts from the following origins were assayed:
— European plum tree collection at the Estación Experimental de Aula Dei (Za-

ragoza).
— Collection of plum trees used as rootstocks at the same Station.
— Different apricot, almond and peach trees introduced from other countries at

the CRIDA 03 (Zaragoza) in 1978.
Every tree from the three collections was indexed.

— Brompton plum trees sampled at random in nurseries and commercial or-
chards in six provinces.
A total of 672 trees from 102 different origins were tested. PPV-infected leaves

from Nicotiana clevelandii, dessicated on calcium chloride, were used as a positive
control. These leaves were kindly supplied by G. Morvan (Station de Pathologie
Végétale de TINRA a Montfavet, France).

PPV-infected leaf extracts gave clear positive reactions, even after diluting 1000
times, but none of the trees sampled reacted positive under standard conditions.
Thus we can safely conclude that none of the materials assayed was infected by
sharka.

Trees indexed are representative of most fruit growing areas and many of those
trees have been a source of budwood for different commercial plantings.

Consequently, although we cannot assure that sharka is not present in Spain,
our results are a good indication that this disease must have low incidence if any.
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Symptoms observed in Zaragoza reminding those of sharka could be due to
pseudosharka, probably caused by chlorotic leaf spot virus (MARENAUD 1971).
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