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INTRODUCCION

El disefio de protocolos de diagndstico y deteccidn de virus de especies lefiosas implica no sélo la produccion de reactivos (anticuerpos, son-
das, cebadores...) especificos y la puesta a punto de técnicas sensibles. El establecimiento de la época, periodo vegetativo y drganos idea-
les a muestrear, es esencial para lograr detecciones y diagndsticos fiables. Algunos métodos de diagndstico han permitido popularizar la
deteccion de virus. Su aplicacion sistematica para realizar prospecciones, controles de la produccitn, seleccidn sanitaria, erradicacion y es-
tudios epidemiolégicos, han sido definitivos para el control de algunas virosis graves y para ayudar al productor en |la toma de decisiones. En
el presente articulo se analizan las repercusiones de la existencia de protocolos fiables y de datos surgidos de estudios epidemioldgicos, en
el control del virus de la sharka de los frutales de hueso y del virus de la tristeza de los citricos en Espafia. Se discute Ia importancia y reper-
cusion de los métodos de deteccidn de calidad con dos ejemplos: el programa de erradicacion del virus de la sharka agresivo en melocotone-
ro, tipo M, y la reconversion citricola provocada por la enfermedad de la tristeza.

Los virus de la sharka y de la tristeza y
su importancia econémica

El agente responsable de la enfermedad de la sharka (viruela en idioma bilga-
ro) es el Plum pox virus (PPV) que provoca la enfermedad viral mas grave del
albaricoquero, ciruelo y melocotonero, no sélo por la importancia de las pér-
didas econémicas que produce, sino también por tratarse del (nico virus de fru-
tales de hueso que se dispersa de forma natural por pulgones.

PPV esta considerado comao virus de cuarentena por lo que el movimiento
de material vegetal de zonas con drboles infectados, esta sujeto a controles, obli-
gando a los paises que no lo poseen a tomar drasticas medidas para evitar su
introduccion y a los paises en los que esta presente a tomar precauciones es-
peciales que eviten su dispersion y la introduccion de nuevas cepas o aislados
del virus.

La epidemia de PPV se origind en el este de Europa. La enfermedad fue des-
crita por vez primera en Bulgaria en 1917 en ciruelo europeo y en 1933 en al-
baricoquero. Desde entonces se ha dispersado por toda Europa (en Espaiia se
detect6 en 1984 por LLACER et al., 1985 y LLACER ¥ CAMBRA, 1986), la mayoria de
paises del Mediterraneo y Oriente Medio, y més recientemente en algunos pai-
ses del continente americano (Chile, Estados Unidos y Canada).

El virus de la sharka posee varios tipos entre los que destacan como ma-
yoritarios: el tipo Dideron, comdn o D (agresivo en albaricoquero y ciruelo eu-
ropeo) y el tipo Marcus o M (agresivo en melocotonero, albaricoguero y ciruelo).
Ademds, se han descrito el tipo C (que puede infectar a guinda y cerezo dul-

ce), los tipos El Amar (EA) y otros aislados atipicos encontrados en Turquia,
Egipto y més recientemente en Canada.

Los sintomas de |a enfermedad en frutales de hueso y en especies orma-
mentales del género Prunus, dependen del aislado del virus. Los aislados co-
munes o tipo D pueden afectar al albaricoquero, ciruelo y melocotonero; pero
no obstante los dafios més graves son causados en albaricoquero, especial-
mente en las variedades més precoces. Los primeros sintomas aparecen en al-
gunas hojas en forma de anillos y manchas clor6ticas en primavera. Los
albaricoques presentan anillos hundidos y deformaciones externas que se co-
rresponden con acumulaciones gomosas en el mesocarpio. Los frutos suelen
caer precozmente y ademds presentan mal sabor, lo que los hace inservibles in-
cluso para Ia industria alcoholera. Los sintomas en 1a piel del fruto se corres-
ponden con manchas tipo "ojo de perdiz" y anillos en la semilla o hueso que
son caracteristicos de la enfermedad.

Los aislados tipo M inducen los mismos dafios que los D en albaricoque-
ro (que ya son graves), pero afectan con méas gravedad al ciruelo europeo y me-
locotonero que los aislados tipo D, desconociéndose la sintomatologia sobre
ciruelo japonés. Los sintomas foliares son mds evidentes y frecuentes, y ade-
més los tipos M provocan decoloracitn de los pétalos de las flores de algunas
variedades de melocotonero (incluido el nectarino), especialmente si éstas son
de color rosa. Los frutos de melocotonero, ciruelo y los de albaricoquero se de-
forman, presentan anillos muy marcados y suelen caer antes de la madurez. Asi
pues, los aislados PPV-M son agresivos para el cultivo del melocotonero, al-
baricoquero y ciruelo.
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La sharka tipo M se transmite muy facilmente entre melocotoneros y entre
nectarinos y de ellos a ciruelos y albaricoqueros. Cuando el tipo M estd pre-
sente, la enfermedad avanza considerablemente en melocotoneros.

En las condiciones espafiolas Aphis spiraecola, A. gossypiiy Myzus persi-
cae son los principales vectores responsables de la dispersion de la enferme-
dad a corta y media distancia. No obstante, el hombre, con el trafico incontrolado
de material vegetal, es el principal causante de la dispersion de |a enfermedad a
larga distancia.

La sharka constituye un problema en Espaiia fundamentalmente en las zo-
nas de cultivo de albaricoquero, en las que ademnas se cultive ciruelo japonés,
asf en Murcia y Comunidad Valenciana. En ambas comunidades se realizan pro-
gramas de erradicacion voluntaria (o de reduccién de indculo) que han supuesto
el arranque subvencionado de més de 1.500.000 4rboles. Ello no ha logrado la
erradicacién de la enfermedad que continGa presente en plantaciones de cirue-
lo japonés debido a que no causa dafios de suficiente importancia econémica
para justificar su arranque, y de ellas se dispersa a albaricogueros.

La enfermedad estd presente, con incidencia muy variable, en todas las zo-
nas de cultivo de frutales de hueso de Espafia, excepto en Aragdn y Navarra don-
de no se cultiva el ciruelo japonés y se han efectuado sistematicos arranques de
las plantas infectadas desde 1984, fecha de deteccion del virus en Espaiia. Se
han realizado estudios epidemiol6gicos en algunas zonas espafiolas (GOTTWALD
et al., 1995).

Los tipos M (agresivos en melocotonero) nunca habian sido detectados
en Espafia hasta la fecha. Estos tipos estdn presentes, y son mayoritarios, en la
casi totalidad paises de Europa central y del este incluyendo a paises medite-
rraneos como Grecia. Ademds, PPV-M esta presente en el sur de Francia, a
pesar de los esfuerzos de erradicacion que se realizan, y se encuentra muy ge-
neralizado en ltalia donde se ha dispersado con gran velocidad desde su intro-
duccion hace menos de una década. El riesgo de introduccién de PPV-M desde
paises mediterraneos como Francia e Italia es muy elevado ya que se mantiene
con ellos un constante intercambio de material vegetal y es demasiado frecuen-
te el tréfico incontrolado de yemas de variedades de melocotonero de interés pa-
ra nuestras latitudes, procedentes de plantaciones comerciales extranjeras, y por
tanto, sin garantias sanitarias.

Como consecuencia del exhaustivo seguimiento de la enfermedad, que se
lleva a cabo en plantaciones comerciales de Aragdn, en el mes de junio de
2002, se detectd el tipo Marcus o M del virus en una plantacion de meloco-
tonero situada en el término municipal de Caspe (Zaragoza), lo que supone la
primera deteccin de esta cepa en Espafia (CAmera ef al., 2003). La detec-
cién se produjo en drboles de la variedad de melocotonero Royal Gem de ori-
gen desconocido (no producidos en viveros autorizados) ¢ introducidos en la
zZona.

Una vez detectado y caracterizado el tipo M por el Centro de Proteccion Ve-
getal de Zaragoza, se confirmé su diagndstico en el Laboratorio de Referencia
de la Subdireccién General de Sanidad Vegetal del MAPA (IVIA, Moncada-Va-
lencia) para virus de especies lefiosas. El tipo detectado se comporta de una for-
ma agresiva, mostrando sintomas evidentes tanto en hojas como en frutos de
melocotonero. Ademds, se ha constatado su fécil transmisién por pulgén.

Tras la deteccion y diagndstico, se iniciaron prospecciones intensivas con
objeto de conocer el porcentaije real de infeccion y la extension de la enferme-
dad y se adoptaron rapidamente medidas de erradicacion en cumplimiento de la
normativa vigente para organismos de cuarentena (Real Decreto 1.190/98,
BOE 141 de 13 de junio de 1998). En la actualidad, tras intensas prospecciones
en 2003 y 2004, no se han observado sintomas en los cultivos susceptibles de
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la zona. Si en 2005 tampoco se observaran, el virus PPV-M podria oficialmen-
te ser declarado como erradicado de Espania.

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) provoca la enfermedad viral més
importante del cultivo debido a la gravedad de sus sintomas y a su facil dis-
persién por pulgones y por injerto. Este virus ha puesto en peligro a la impor-
tante citricultura espafiola desde su introduccidn, probablemente desde California
(EE UU), con material vegetal asintomético pero infectado. En efecto, en los pri-
meros afos de la década de 1930 se importaron plantas y yemas, con destino
a una citricultura cada vez mds importante econémicamente y por tanto, en ex-
pansion. La citricultura mediterranea, estaba basada casi exclusivamente en el
uso del patrén naranjo amargo o agrio, cuya combinacién con naranjo dulce,
mandarino, lima o pomelo (excepto con limonero), resulta sensible a la enfer-
medad de |a tristeza.

CTV provoca una degeneracion del floema de la variedad y del patrén na-
ranjo amargo a nivel de Ia linea de injerto y los drboles injertados sobre dicho
patr6n, decaen al infectarse, conforme la cantidad de floema no funcional va
en aumento. De ahi el nombre de tristeza ya que los drboles se marchitan y lle-
gan a morir. Este decaimiento puede ser lento (sucediendo a lo largo de meses
0 pocos afios) o repentino (unos dias) tipo colapso. Al final, los drboles mugren
0 quedan improductivos con cosecha inferior a la normal y frutos de menor
calibre.

En 1957, tras una helada importante en la comarca de La Ribera Alta de Va-
lencia en el afio anterior, se produjo la primera muerte masiva de drboles injer-
tados sobre naranjo amargo en Espana, unos 20 afios mas tarde de la introduccitn
del virus. A estas explosiones epidemiol6gicas siguieron otras. Desde entonces
hasta ahora, se estima que més de 40 millones de 4rboles, la mayorfa naranjos
dulces y mandarinos, injertados sobre naranjo amargo han muerto en Espana,
seqn evaluacion reciente de Cambra et al., (2000a).

En el periodo desde 1930-35 hasta 1989 se calcula que unos 20 millones
de drboles fueron destruidos por la enfermedad de |a risteza en Espafia. En es-
ta época la dispersion del virus se produjo fundamentalmente por el trafico in-
controlado de material vegetal y la préctica del sobreinjerto con variedades
portadoras del virus pero asintomaticas. También los pulgones Toxoptera au-
rantiiy Aphis spiragcola, contribuyeron a dispersar la enfermedad al alimen-
tarse primero en arboles infectados y posteriormente visitar y alimentarse de
nuevo en arboles sanos. Estos dos vectores alin siendo muy abundantes en la
época, son poco eficaces en transmitir la enfermedad.

Desde 1989 hasta la actualidad, se ha evaluado en mas de 20 millones de
arboles injertados sobre naranjo amargo, las pérdidas provocadas por CTV. En
este periodo el eficaz vector A. gossypii (pulgén del algodonero) se ha hecho
predominante y ha favorecido un considerable avance de la enfermedad. El efi-
caz vector Toxoptera citricida (pulgén café) todavia no estd presente en Espa-
fia, pero su reciente detecci6n en la region portuguesa de Entre-Douro e Minho
en septiembre de 2004 (OEPP, 2004), hace temer una inminente introduccion
en Espafia. Su instauracion provocarfa no sélo la aparicion de una grave plaga
para los citricos, amén de otras complicaciones legales (organismo de la lista
EPPO A1), sino ademas, una dispersion més rapida del virus en zonas con ba-
ja incidencia como Andalucfa, donde todavia quedan numerosos drboles sobre
naranjo amargo.

A tenor de las cifras comentadas hasta ahora Espafia es el pais del mundo
donde mayor nimero de arboles injertados sobre naranjo amargo han muerto
debido a CTV. Se estima que todavia quedan unos 15 millones de arboles so-
bre patron amargo. Estos también morirdn o desapareceran en los préximos
aios, como consecuencia de la reconversion a una citricultura moderna basada
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en el uso de variedades libres de virus injertadas sobre patrones que inducen
una combinacion tolerante a la enfermedad de la tristeza, o muertos directamente
por la accidn del virus que seria dispersado a nuevas zonas por la posible in-
troduccion de T. citricida.

Breves antecedentes de la lucha contra la sharka
y la tristeza en Espaiia. Repercusion de los
métodos de diagnéstico

La lucha contra el virus de la sharka, desde su primera deteccion en 1984, ha
consistido en efectuar seleccion sanitaria en los viveros, de forma que sélo se
multiplicaran plantas sanas. Ademas, se han efectuado con éxito, programas de
erradicacion en Aragén y Navarra y programas voluntarios de reduccién de ind-
culo en la Comunidad Valenciana y en Murcia.

La lucha contra el virus de la tristeza ha seguido bésicamente tres vertien-
tes que han sido complementarias en algunos casos: erradicacion, cuarentena
y/o control de la introduccion de nuevas variedades y patrones, y puesta en mar-
cha de programas de obtenci6n de plantas certificadas libres de virus e injerta-
das sobre patrones tolerantes a la enfermedad.

Desde 1975 se ha realizado un enorme esfuerzo cientifico y econémico tan-
toa nivel pblico como privado, para desarrollar estrategias que permitieran ma-
nejar el problema de la tristeza y posteriormente, el de la sharka, a nivel nacional.
Asi se comenz6 un ambicioso “Programa de mejora varietal de citricos” en 1975
con el objetivo de obtener plantas libres de virus, mediante microinjerto de 4pi-
ces caulinares /n vitro, de todas las variedades de interés para la citricultura es-
pariola y entregar este material a los viveros expresamente autorizados para
propagar citricos (NAvARRO éf al., 1975; NavArro, 1976). Ademas, se constituyd
un banco de germoplasma de citricos libres de virus. En el Centro Regional de
Investigacion y Desarrollo Agrario de Levante (CRIDA 07) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias (hoy dfa denominado Instituto Valenciano de In-
vestigaciones Agrarias-IVIA), se seleccionaron variedades espafiolas que fue-
ron saneadas y entregadas al sector por medio de los viveros. En 1983 se incluyd
en el Programa la introduccién de variedades extranjeras de posible interés
para la citricultura espafiola. Para la importacion de las mismas el Ministerio de
Agricultura cre6 una estacion de Cuarentena de Citricos basada en la exclusiva
introduccion de material vegetal mediante un sistema de cultivo de tejidos in vi-
tro (NAVARRO &t al., 1984). Este sistema permite introducir y sanear simulténea-
mente el material importado y por tanto, eliminar los riesgos de introduccion
accidental de nuevas enfermedades o de estirpes mas agresivas que las ya
presentes en Espana.

Otras estrategias que se desarrollaron paralelamente para luchar contra la
tristeza de los citricos y el virus de la sharka, consistieron en: la puesta a pun-
to de métodos sensibles de diagndstico rapido del virus que pudieran ser apli-
cados a gran escala, en la produccion de anticuerpos monoclonales especificos
de CTVy de PPV para lograr su deteccion fiable y en estudios epidemioldgi-
€0s que permitieran conocer la incidencia real y la dispersién de ambas enfer-
medades en diversas zonas ecoldgicas. La puesta a punto de Ia técnica
inmunoenzimatica ELISA, revoluciond las posibilidades de diagnéstico rapido
y fiable, permitiendo realizar miles de analisis en poco tiempo.

Los estudios epidemiol6gicos realizados desde 1981 para CTV y desde 1985
para PPV, proporcionaron datos bésicos para la identificacion y elaboracion
de medidas y recomendaciones con impacto reductor en la tasa de infeccién. Se
establecieron modelos mateméticos predictivos de la dispersion de ambas en-
fermedades y se elaboraron detallados mapas de infeccion por CTV a nivel de

término municipal en las principales zonas citricolas espafiolas (CAMeRa et al,,
1990 y 2000a; GoTTwALp ef al., 1996) y por PPV a nivel de diferentes CC AA
(GoTtwaLDp et al., 1995). El conocimiento de la incidencia real de las enfermeda-
des, del porcentaje de drboles infectados y de su evolucion, ha permitido emi-
tir recomendaciones especfficas a los agricultores. Con estas normas, el agricultor
tuvo més elementos para tomar decisiones relativas al momento de arranque de
las viejas plantaciones y su sustitucion por otras con material certificado e in-
jertado sobre patrones tolerantes a tristeza, o con material libre de virus para el
caso de la sharka.

El cambio hacia una citricultura y fruticultura modernas, ha sido impara-
ble y las estrategias utilizadas y las recomendaciones efectuadas han sido muy
(tiles para realizar el cambio. Las viejas plantaciones han sido progresiva y sis-
tematicamente reemplazadas, la tristeza y la sharka, han actuado de catalizado-
res. En la actualidad se han plantado més de 120 millones de plantones certificados
injertados fundamentalmente en Citrange Carrizo o Troyer y con una creciente
demanda sobre Citrus macrophylla. Ello implica que el 80% de la citricultura
espafiola y casi el 90% de la citricultura de la Comunidad Valenciana, estan pro-
tegidas contra las razas del CTV presentes en la actualidad en Espafia. De forma
similar, se han realizado numerosas plantaciones con material libre de PPV en
extensas zonas, pudiéndose afirmar que ha habido un antes y un después, en la
actitud de los productores con respecto a la importancia del material vegetal y a
su calidad sanitaria en frutales de hueso.

Actualmente Espana lidera la produccion de citricos de calidad y |a pro-
duccion de frutales de huese de variedades precoces. Todo ello, sin duda es fru-
to del esfuerzo desarrollado por la iniciativa privada y pablica, que ha luchado
para superar los problemas plantados por la presencia de CTV y de PPV.

Métodos de deteccion de los virus, avances en el
diagnostico y toma de muestras

Los protocolos oficiales europeos de diagndstico y deteccion del virus de la tris-
teza de los citricos y del de la sharka de frutales de hueso, pueden ser consul-
tados en la pagina web http://www.csl.gov.uk/science/organ/ph/diagpro.

La deteccion y el diagndstico de ambos virus se realizé durante afios me-
diante pruebas biol6gicas consistentes en inocular limas mejicanas o meloco-
toneros de semilla, respectivamente, en condiciones controladas de invernadero.
El método atin siendo sensible, era lento, caro y no permitia el anélisis de gran
cantidad de muestras. La aplicacion de la técnica serolégica ELISA posibilitd
a realizacion de gran nimero de muestras procedentes de prospecciones para
conocer la incidencia, hizo posible el control en viveros y realizar estudios epi-
demiol6gicos para ayudar a tomar decisiones de mejora del control y lucha.

A pesar de su gran sensibilidad y fiabilidad, |a técnica ELISA clasica po-
see el inconveniente de precisar un laboratorio y técnicos especializados para
su realizacién. Ademas la necesaria preparacion de extractos complica su apli-
cacion en el caso de plantas lefiosas y reduce a unas 300 el nimero de mues-
tras que pueden realizar diariamente un equipo de dos personas. El desarrollo
de la técnica de Inmunoimpresion-ELISA para deteccion de CTV (GARNSEY et al.,
1993, Camera ef al., 1994b) y su disponibilidad y registro comercial mediante
acuerdo IVIA y |a empresa valenciana Plant Print Diagnostics, S.L.(www.plant-
print.net), ha permitido resolver de forma definitiva los problemas de! diag-
ndstico del virus de la tristeza (CAmara et al., 2000b). El método es muy sencillo
ya que no precisa realizar extractos. La muestras recolectadas en campo o in-
vernadero son seccionadas con un elemento corlante y presionadas directamente
sobre una membrana de nitrocelulosa. La huella o impronta que dejan las sec-
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ciones de brotes jévenes, pedicelos de hojas o pedinculos de fruto, permiten la
deteccion del virus de forma muy sensible, rdpida (3 horas) y sencilla a perso-
nal no especializado y en condiciones de campo. Desde 1994 se han realizado
mas de dos millones de andlisis de plantas, muchas veces en las propias insta-
laciones de los viveros, independientemente de los controles oficiales de la pro-
duccidn viveristica.

Un equipo de dos personas es capaz de recolectar, imprimir y analizar 1.250
plantas de vivero o unos 500 &rboles adultos por dia, con un coste aproxima-
do de 0.20 Euros por planta.

Ademés, se han puesto a punto métodos moleculares para deteccién de
CTV, para disponer de més herramientas a la hora de confirmar diagn6sticos.

Las repercusiones de los nuevos métodos de diagndstico en la lucha y con-
trol de la sharka son muy claras. La disponibilidad de un estuche comercial de
ELISA DASI con anticuerpos monaclonales 5B-IVIA ( Camgra et al., 1994a) (C.E.
Durviz / Real; www.durviz.com), permite mantener 1a produccién de plantas li-
bres de PPV, la realizacién de numerosos controles y |a erradicacién selectiva
de tipos agresivos del virus, ya que se dispone, incluso comercialmente, de una
baterfa de anticuerpos monoclonales, sondas de hibridacién molecular e ini-
ciadores de PCR, especificos de cada tipo de PPV. Se puede afirmar que la
disponibilidad de estos métodos fiables de deteccién de PPV, ha sido definiti-
va en el éxito de los extensivos programas de erradicacion de PPV que se rea-
lizan en EE UU y en Canadd, donde se utilizan de forma masiva.

El disefio de sistemas de deteccion de alta sensibilidad no serfa dtil si no
se determina el mejor tipo de muestra y el momento més adecuado para to-
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Conclusiones generales
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manecen durante mucho tiempo en el mismo terreno y que por tanto, estan sujetas
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venientemente a material vegetal o a vectores, pueden constituir una excelente
herramienta para evaluar la incidencia de enfermedades y para proceder a su
control, Los datos emanados de estudios epidemiolégicos, realizados con ayu-
da de estas técnicas fiables, han resultado de gran ayuda a los productores pa-
ra tomar decisiones y luchar contra enfermedades graves causadas por virus.
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su aplicacion , ha contribuido de manera definitiva para superar la amenaza que
supuso la introduccidn y dispersién de los virus de la tristeza de los citricos y
del de la sharka de los frutales de hueso.
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