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Introduccion

La enfermedad del sharka, causada por el
Plum pox virus (ppv), es considerada la virosis
mds importante que afecta a los frutales de
carozo en términos de impacto econémico y
agron6émico (Németh, 1986). Fue descripta
por primera vez en ciruelos (Prunus salicina L.)
en 1917y en damascos (Prunus armeniaca L.)
en 1933 en Bulgaria (Atanasoff, 1932; 1935).
Al principio la enfermedad se difundié lenta-
mente por toda Europa del este, luego co-
menz6 a difundirse mas ripidamente
detectindose en Francia en 1970 y en Espaiia
en 1984. Sin embargo, recién en el afio 1992
el virus se detect6 en el continente ameri-
cano, describiéndose en la zona central de
Chile. En 1998 fue detectado en Estados
Unidos y en el 2000 en Canadd (Herrera,
1994; Levy et al., 2000a; Thompson e al.,
2001). También ha sido detectado en Egipto,
India, China, Irdn, Kazakhstan, Pakistin y
Japén (Mazyad et al., 1992; Bhardwaj er al.,
1995; Navratil ez 4l., 2006; Capote et 4l., 2006;
Barba et al., 2010; Fujiwara et 4l., 2011).

En Argentina esta enfermedad fue detec-
tada por primera vez en diciembre de 2004
en el departamento de Pocito, provincia de
San Juan, en plantas de damasco y ciruelo ja-
ponés (Dal Zotto ez al., 2006). Las plantas
afectadas fueron erradicadas en una accién
conjunta de los organismos provinciales y na-
cionales de control de sanidad vegetal y los
productores fruticolas involucrados.

El sharka constituye la virosis mds impor-
tante del cultivo del género Prunus. En los
ultimos 30 afios ha significado un gasto de
mis de 13 billones de ddlares en todo el
mundo. En muchos paises los frutos infecta-
dos son rechazados para consumo interno, no
pueden ser exportados o no son aceptados
por la industria dado el sabor amargo que la
enfermedad les produce. La limitacién tam-
bién puede extenderse a la exportacién de
material vegetal de multiplicacién como
yemas y portainjertos dado que los paises
compradores necesitan asegurarse de la sani-
dad del material a importar con la finalidad
de evitar el ingreso del sharka. En general la
enfermedad es considerada grave por varios

factores: la rdpida diseminacién por vectores,
el severo dafio que produce sobre los frutos
que los hace no comercializables y que la ma-
yoria de los cultivares comerciales disponi-
bles son susceptibles. A ello debe agregarse
que como todas las virosis que afectan a las
plantas, no disponen de un método de con-
trol eficiente y que su diagndstico presenta
dificultades dada la distribucién irregular del
virus en la planta (Cambra et 4l., 2006).

Nombre del agente y sinonimias

Es producida por un virus del género Poryvi-
rus, familia Potyviridae, el Plum pox virus. Es
el anico Poryvirus que infecta al género Pru-
nus. La enfermedad también es conocida
como “Viruela del ciruelo” y el virus como
“Virus del sharka” (Németh, 1986).

En la actualidad, este virus presenta siete
razas: ppv-D (Dideron), ppv-m (Marcus), ppv-
A (El Amar), ppv-c (Cherry), ppv-rec (Re-
combinante), ppv-w (Winona) (Gildow, 2001)
y ppv-T (Serce et al., 2009). La raza presente
en Argentina es la del tipo o (Dal Zotto ez a/.,
2006). ppv-D fue aislada por primera vez en
Francia, es la mds comiin en Europa, Sud-
américa y EEUU. Esta raza se caracteriza por
no ser transmitida por semillas, afecta con
igual grado de severidad a ciruelos y damascos,
y es menos agresiva en durazneros [Prunus
persica (L.) Batsch] y nectarinos [P, persica (L.)
Batsch nucipersica (Suchow) C. K. Schneidi].
Debido a su dificil transmisién a hospedantes
experimentales y su baja eficiencia de propa-
gacién por vectores es considerada como una
forma no epidémica de ppv (Levy ez al., 2000b).

La raza m es la mds agresiva se dispersa
ripidamente por pulgones, afecta principal-
mente duraznero y nectarino y, en menor
proporcién, ciruelo y damasco. No estd ci-
tada en América, es endémica del sudeste de
Europa. La raza £a sélo ha sido identificada
en el norte de Africa. Afecta damasco y, en
menor proporcion, ciruelo, duraznero y nec-
tarino. La raza ¢ ha sido detectada solamente
en Europa, en cerezo (P. avium L.) y guindo
(P, cerasus L.); mientras que la raza w fue ais-
lada en ciruelo europeo (P. domestica 1..) en
Canadd, y recientemente en Latvia, Ucrania
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y Rusia, no se tiene informacién sobre su
agresividad (Sheveleva ez a/., 2012). La raza
rec se da en muchos paises de Europa del
centro y del este. Se comporta de forma simi-
lar a la raza p. Por dltimo, la raza T fue ais-
lada en Ankara, Turquia, en damascos y
ciruelos en el 2009 (Serce et al., 2009).

Recientemente, se han propuesto dos
nuevas razas, PPv-Cr (Cherry Russia) aislado
en antiguas plantaciones de guindos en Rusia
y Ppv-An (Ancestor) aislado en ciruelos japo-
neses en Albania (Glasa et 4/., 2012; Palmi-
sano et al., 2012).

Hospedantes

ppv infecta bajo condiciones naturales drboles
frutales del género Prunus (cultivares comer-
ciales y portainjertos): damasco, ciruelo euro-
peo, ciruelo japonés, duraznero, nectarinos,
cerezo dcido y dulce, almendro (Prunus dulcis,
Mill.), Prunus davidiana, Mahaleb (P. mabaleb),
Mariana (P, marianna) y Myrabolan (P. cerasi-
fera); entre otras. El virus también infecta a
especies ornamentales de Prunus tales como
P. besseyi, P. insititia, P. tomentosa, P. triloba, P,
cistena, P. laurocerasus, P. glandulosa 'y P. spinosa
(Cambra et al., 2002), las cuales se han trans-
formado en una fuente natural importante de
infeccién (Auger & Esterio, 1995). Se ha
comprobado que el virus también se puede
alojar en malezas espontineas, aunque se
piensa que el rol de éstas como reservorio del
virus es probablemente insignificante (Levy
et al., 2000b). El virus puede ser transmitido
artificialmente a numerosos tipos de Prunus,
los que son usados frecuentemente como hos-
pederos experimentales para diferentes pro-
p6sitos de investigaciéon (Cambra ez al., 2002).

Sintomatologia

PPV se establece y se multiplica intracelular-
mente en la planta, provocando distintas alte-
raciones en los tejidos vegetales (Auger &
Esterio, 1995). Los sintomas de ppv aparecen
en hojas, frutos, flores y carozos. Su intensi-
dad varia con la especie y el cultivar de Pru-
nus afectada, la raza del virus, la localizacion,
edad de la planta, estado nutricional, estacio-

nes del afio, temperatura, etc. La mayoria de
las plantas afectadas recién muestran sinto-
mas al tercer afio de infeccién, y pueden estar
restringidos a una parte del drbol e incluso a
una sola rama (Auger, 1993). Algunos cultiva-
res pueden permanecer asintomdticos (Levy
et al., 2000D).

A continuacién se detallan los principales
sintomas en las distintas especies.

Ciruelos
En hojas puede presentar clorosis en las ner-
vaduras principales, puntos, manchas y ani-
llos cloréticos bien delimitados en el centro y
difusos hacia fuera, que varfan en su tamaiio,
forma y distribucién (Foto 63). También pue-
den aparecer hojas deformadas. Estos sinto-
mas, se mantienen en toda la temporada,
aunque son mds notables en primavera. Los
frutos externamente pueden mostrar man-
chas, lineas y/o anillos cloréticos que con el
tiempo se vuelven necréticos, se agrietan,
presentan amarronamiento de la pulpa y se
reduce dristicamente su calidad comercial
(Foto 64) (Nemeth, 1986; Levy ez al., 2000Db).
Al igual que la mayoria de las enfermedades
virales, el sharka no mata al drbol, pero puede
reducir dristicamente la productividad debido
a la pérdida de valor comercial, o la caida pre-
matura de la fruta. Estos dafios pueden llegar
al 100% en montes con altas infecciones vira-
les y afectados por ppv-m (Nemeth, 1986).

En Hungria se han observado cancros
verdosos en brotes de ciruelos infectados en
otofio (Levy ez al., 2000Db).

En Argentina no se han observado sinto-
mas en frutos de ciruelo europeo cv. D"agen
afectados por ppv-D, mientras que si se han
observado severos sintomas en frutos de ci-
ruelo japonés cv. Red Beaut (Porcel, comz. per-
sonal).

Damascos

A inicio de la primavera aparecen en las hojas
lineas, bandas o anillos cloréticos difusos de
forma y tamafio variables, que se ubican ge-
neralmente en las nervaduras secundarias o
también en algunos casos en los bordes de las
hojas; estos sintomas tienden a desaparecer a
medida que aumenta la temperatura en verano
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y se distribuyen sélo en algunos brazos o ra-
millas del drbol. Los frutos pueden presentar
en su superficie protuberancias o depresiones
circulares (Foto 65). La pulpa puede mostrar
un aspecto corchoso y gomoso, haciendo el
fruto no comestible. Es posible observar tam-
bién caida prematura y abundante de frutos.
La presencia de los sintomas en frutos aparece
poco antes de la maduracién. Ademids en esta
especie es caracteristica la formacién de ani-
llos o manchas circulares claras en los carozos
(Foto 66) (Nemeth, 1986; Levy ez al., 2000Db).

Durazneros y nectarinos
Los sintomas en el follaje son poco evidentes
y consisten en lineas o pequeiias dreas clor6-
ticas a lo largo de las nervaduras secundarias
y terciarias, acompafiados en algunos casos
con deformacién de la limina (Foto 67). En
general estos sintomas son mds notables en
plantas jovenes o severamente rebajadas con
la poda. En estas especies, la visualizacion de
los sintomas en frutos se debe realizar durante
el periodo de cosecha. Consisten en manchas
o anillos en la piel, pero no se producen de-
formaciones. Las variedades de pulpa blanca
presentan anillos de color blanco-verdoso y
en las variedades de pulpa amarilla, éstos son
de un amarillo intenso (Foto 68). El carozo
no presenta sintomas. En algunos cultivares
se pueden observar manchas pigmentadas en
pétalos de flores (Foto 69). En general, los
cultivares de maduraci6n temprana muestran
mds sintomas en frutos que los de maduracién
tardia (Nemeth, 1986; Levy ez al., 2000b;
Cambra et al., 2002).

Distribucién en el pais

Hasta el presente, s6lo dos focos de la enfer-
medad del sharka han sido detectados en Ar-
gentina. El original fue encontrado en el
departamento de Pocito y en el Valle de
Tuliim, ambos en la provincia de San Juan,
donde se han obtenido los valores de inciden-
cia de la enfermedad mds altos, entre 0,3 y
1,82%. La enfermedad fue detectada en ci-
ruelo japonés (Prunus salicina cv. 'Red Beaut')
y damasco (P, armeniaca cv. 'Bulida'). El se-
gundo foco de infeccién aparecié en la pro-

vincia de Mendoza, Oasis Sur, con bajos por-
centajes de incidencia, entre 0,3 y 0,025%,
detectindose en ciruelo europeo (P. domestica
cv. 'D’Agen”). Tras la confirmacién del diag-
néstico por parte de INT4, se dio aviso al se-
NAsA v se procedio a la erradicacién inmediata
de las plantaciones afectadas. En cuanto a los
dafios que produce la enfermedad en el pais,
cabe aclarar que en el monte comercial de
San Juan donde se hizo la primera deteccion,
la fruta estaba afectada pricticamente en un
100%, incluso se producia su caida antes de
la maduracién. En los demds montes comer-
ciales tanto de San Juan como de Mendoza,
no se observaron dafios de tal magnitud.

En las zonas productivas de las provincias
de Buenos Aires, Rio Negro, Neuquén, Salta,
Jujuy, Catamarca y en los Oasis Este y Valle
de Uco de Mendoza, hasta el momento no ha
sido detectada la presencia de la enfermedad
(Rossini et al., 2009; Wagner, 2010; Rossini et
al., 2012).

Epidemiologia

Transmision

La transmision del ppv ocurre principalmente

de tres formas:

1-Por material vegetal proveniente de drbo-
les infectados y que son utilizados como
material de propagacién (yemas, estacas y
portainjertos). Esta forma de transmision
es la via mds frecuente de introduccién
del virus a zonas o paises libres de la en-
fermedad (Auger, 1993).

2-Por distintas especies de dfidos (pulgones),
que transmiten el virus en un proceso de-
finido como no circulativo y no persis-
tente. En la transmision no circulativa el
virus se asocia temporalmente con super-
ficies del interior del tracto digestivo del
pulgén, pero sin cruzar barreras celulares,
ni replicarse dentro del vector (Pirone,
1991; Gray, 1996). La transmisién de tipo
no persistente es aquella que se ve favore-
cida por tiempos de adquisicién cortos y
ayuno previo. El vector retiene los virus
en forma infectiva por periodos breves, de
minutos a horas. Los dfidos pueden ad-
quirir el virus en un tiempo tan corto
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como treinta segundos y pueden transmi-
tirlo durante toda la hora siguiente y los
que tienen abstinencia de alimentacién lo
pueden hacer hasta tres horas después de
la adquisicién (Herrera, 1994; Lopez-Moya
& Lépez-Abella, 1995).

En la transmisién de los Potyvirus in-
tervienen, al menos, dos proteinas virales,
la proteina de la cipside viral y el factor
de transmision (helper component, He-
Pro). Este actuaria como intermediario o
puente entre las particulas virales y el esti-
lete del pulgén (Martinez-Garcfa et 4.,
2001).

En el mundo se conocen al menos
veinte especies de dfidos que han mos-
trado ser vectores del virus (Tabla 5.1), de
las cuales quince se encuentran presentes
en Argentina (Ortego, 2008). La eficien-
cia de transmisién depende de muchos
factores, tales como la raza del virus, el
cultivar y edad del hospedante, la especie
de dfido y la época del afio (Levy ez al.,
2000b). Los dfidos vectores mas impor-
tantes que fueron reportados en los dife-
rentes paises afectados por la enfermedad
del sharka son: Brachycaudus cardui (L), B.
helichrysi (Kaltenbach), Myzus persicae

(Sulzer), y Phorodon humuli (Schrank). En
relevamientos llevados a cabo con tram-
pas amarillas ubicadas en el drea cuarente-
naria para sharka de la provincia de San
Juan se han identificado las siguientes es-
pecies: Brachycaudus cardui (L), B. belychrysi
(Kaltenbach), Myzus persicae (Sulzer),
Uroleucon sonchi (L), Aphis spiraecola Patch,
Hyalopterus pruni (Geoffroy), Lipaphis ery-
simi (Kaltenbach), Macrosiphum euphorbiae
(Thomas), Hyperomyzus lactucae (L), Hya-
daphis coriandri (Das), Sipha maydis Passe-
rini y Pemphigus sp. (Lanatti, Mazzitelli
com. pers.).

No hay correlacién entre la habilidad
del pulgén de transmitir ppv y la habilidad
para colonizar Prunus (Labonne et 4l.,
1995).

Normalmente, el virus llega a un drea
o regién por el material de propagacién y
posteriormente se van infectando los ar-
boles alrededor de los infectados previa-
mente a través de los pulgones, generando
un tipico patrén de dispersion a través de
vectores aéreos (Herrera, 2009).

Generalmente, la propagacién natural
del virus es baja en invierno, pero elevada
en primavera y otofio (Levy er al., 2000Db).

Tabla 5.1. Especies de pulgones vectores de Plum pox virus

Especie de Pulgon Coloniza Prunus Hospedante
Aphis arbuti No Arbutus unedo

A. craccivora*® No Polifago

A. fabae No Polifago

A. gossypii* No Polifago

A. hederae No Hedera helix

A. spiraecola* Ocasionalmente Polifago; Manzano; Citricos
Brachycaudus cardui Si Prunus; Compositae
B. helichrysi™ Si Prunus; Compositae
B. persicae* Si Prunus

Dysaphis plantaginea No Manzano; Plantago
D. pyri No Peral; Gallium
Hyalopterus pruni* Si Prunus; Fragmites
Macrosiphum rosae No Rosa; Dipsaceae
Megoura rosae No Leguminoseae
Myzus persicae** Si Polifago

M. varians Si Duraznero; Clematis
Phorodon humuli** Si Prunus; Lapulo
Rhopalosiphum padi No Prunus padus; Gramineae
Sitobion fragariae No Rosa; Gramineae
Ureleucon sonchi No Lactuca; Sonchus

*Reconocidos vectores, ** Vectores mds importantes. Datos comunicados por J.B. Quiot, iNra, Montpellier, France.
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3-Los frutos infectados constituyen un tipo
especial de fuente, ya que ellos son trasla-
dados entre diferentes localidades después
de su cosecha, lo que puede contribuir a la
expansion de la enfermedad de un monte a
otro (Levy ez al., 1995; Labonne and Da-
llot, 2006). Frutos inmaduros de ciruelo
D~agen infectadas con ppv (cosechados en
enero) y sobre-maduros (cosechados en
marzo) presentaron altas concentraciones
virales en las semillas; mientras que en
frutos maduros (cosechados en febrero)
tanto la semilla como la piel tuvieron ele-
vadas concentraciones diferencidndose
significativamente de la pulpa para las
condiciones de San Rafael, Mendoza, Ar-
gentina. Estos resultados dan una primera
aproximacién acerca de qué parte del fruto
conviene muestrear para poder detectar el
PPV por la técnica serolégica DAS-ELISA
(double-antibody sandwich enzyme linked
immunosorbent assay) con resultados
confiables, de acuerdo al grado de madu-
rez del fruto. Asimismo los resultados ob-
tenidos darfan la pauta que este 6rgano
podria ser una fuente extra de inéculo de
la enfermedad (Marini et 4l., 2010).

Numerosas evidencias sugieren que el

PPV 1O se transmite por implementos de
labranza (tijeras de podar, maquinarias,
etc.) (Levy et 4l., 2000b). Algunos Potyvi-
rus, género al que pertenece el virus del
sharka, se transmiten por semillas en le-
guminosas. La transmisién por semilla del
virus del sharka ha sido investigada en
muchos paises con resultados contradicto-
rios. En 1961 se reporté por primera vez
transmision por semillas en damasco
(Szirmai ez al., 1961). Después de eso se
citaron transmisiones por semilla en ci-
ruelo, y duraznero (Savulescu & Macovei,
1965; Coman & Cociu, 1976; Nemeth &
Kolber, 1982). Sin embargo, experimen-
tos llevados a cabo en los afios go usando
técnicas seroldgicas y moleculares no con-
firmaron los primeros resultados (Eynard
et al., 1991; Dulic-Markovic and Rankovic,
1997; Myrta et al., 1998; Pasquini ez al.,
1998, 2006; Glasa et 4l., 1999). En un en-
sayo realizado durante dos afios consecu-

tivos con frutos maduros provenientes de
plantas de ciruelo europeo cv. D’Agen
707 infectadas con ppv raza b de San Ra-
fael, Mendoza, no se detect6 la presencia
del virus en la semilla de los carozos de
frutos enfermos, después de los 75 dias de
estratificacion a 4°C (durante el primer
afio del ensayo) y después de los 110 dias
de estratificacion (en el segundo afio del
ensayo) (Marini et 4., 2012a). Todas las
plantulas provenientes de los carozos es-
tratificados dieron negativo por ELISA Y
por 1C-RT-PCR (immunocapture reverse
transcription polymerase chain reaction)
para ppv después de 2 afios de plantadas
(Marini et al., 2012b).

Periodo de Incubacion
El periodo de incubacién del virus es influen-
ciado por la especie hospedera, el cultivar, la
especie del vector, el momento de infeccién y
la raza de ppv (Nemeth, 1986). En general, el
periodo de incubacién puede tomar de nueve
a trece meses, mientras que la propagacién
sistémica a toda la planta en drboles peque-
fios transcurre en un lapso de dos a tres afios
(Herrera, 1994).

Distribucion espacial y temporal de la

enfermedad
La diseminacién secundaria de la enfermedad
estd influenciada por muchos factores, tales
como el mecanismo de la infeccién primaria
u original, la diversidad de especies vectoras,
la edad y estructura del monte infectado, la
presencia de in6culo en montes aledafios, la
direccion del viento, la raza de ppv, la especie
y el cultivar del hospedero, etc (Dallot ez al.,
2003).

Fueron identificados dos tipos de movi-
mientos de los dfidos vectores, a cortay a
larga distancia. En estudios de distribucién
espacial del ppv-b, llevados a cabo en distin-
tos paises, se han encontrado diferentes com-
portamientos de los dfidos viruliferos. Anilisis
realizados en montes de durazneros de
Pennsylvania, Estados Unidos, sugieren que
los pulgones no se mueven hacia los drboles
adyacentes, sino hacia drboles mds alejados
del foco de infeccion (Gottwald, 2006). Estos
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resultados coinciden con los hallados en el
Sur de Espaiia, en montes de damascos y du-
razneros (Gottwald et 4/., 1995). Sin embargo,
no son coincidentes con los obtenidos en
Francia con ppv-M, donde mostraron que los
drboles con sintomas nuevos a menudo esta-
ban al lado de drboles previamente enfermos,
constituyendo un grupo de infeccién con el
tiempo. El patrén de infeccion mostraba una
forma elipsoidal (a lo largo de la hilera de
plantacién) con una extension de hasta 14 4r-
boles en la hilera y hasta 1o drboles entre hi-
leras. Tales patrones sugirieron que la
diseminacién por dfidos a drboles vecinos
ocurria frecuentemente. Nuevos estudios de
transmision por afidos a corta distancia de-
mostraron que el 80% o mds de nuevos drbo-
les enfermos se encontraron dentro de los 12
metros de un drbol previamente detectado.
Se ha comprobado también que en la mayo-
ria de los casos incrementando la distancia
por sobre los 10 metros de un arbol previa-
mente infectado decrece el riesgo de infec-
ci6n en un 43% (Dallot et 4l., 2003; Labonne
& Dallot, 2006). En forma similar grupos de
infeccién de ppv-m alrededor del foco inicial
fueron encontrados en Grecia en montes de
damasco (Varveri, 2006) y en Espaiia, en du-
razneros, donde la transmisién ocurrié hasta
los 14 m en el sentido de la hilera, con una
distancia promedio de 6 m (Capote er 4l., 2010).
La transmisién de ppv por vectores tam-
bién ocurre a larga distancia, entre montes
frutales. Estudios realizados en Francia sobre
cientos de hectdreas, para ppv-m, demostra-
ron que el 9o% de los drboles infectados ocu-
rren en un radio de 200 m del foco inicial de
infeccién, aunque también se registraron in-
fecciones a distancias mayores a 6oo m (La-
bonne & Dallot, 2006). Mientras que estudios
en Espafia encontraron transmisiones dentro
de un radio de 150 m, con una distancia pro-
medio de 65 m (Capote et al., 2010).
Numerosos ensayos llevados a cabo en los
aflos noventa en Francia demostraron que la
enfermedad de sharka se transmite mds rapi-
damente en durazneros infectados con ppv-M,
que en damascos infectados con ppv-b. Se
encontr6 ademds que sin medidas de control
de la enfermedad, se podria alcanzar un 100%

de incidencia en § a 6 afios en montes de du-
razneros afectados por ppv-m. Mientras que
llegar al mismo nivel de infeccién, en montes
de damascos afectados por ppv-D, podria
tomar 16 afios (Labonne & Dallot, 2006).

Se han realizado estudios epidemiol6gicos
del ppv en montes de ciruelos alrededor del
drea de cuarentena para sharka en la provin-
cia de San Juan, Argentina. Se seleccionaron
fincas productoras de ciruelo japonés cv. Red
Beaut, susceptible a ppv, a fin de detectar y
evaluar la distribucién espacial y temporal del
virus alrededor del drea considerada cuaren-
tenaria. Se establecieron 4 zonas por encima
de los 10 km del drea cuarentenaria (Pocito),
Zona Norte (Dpto Albardén), Zona Nor-
Oeste (Dpto Ullim), Zona Nor-Este (Dpto.
San Martin) y Zona Oeste (Dpto. Zonda), y
se muestrearon ¢ lotes en total, siguiendo un
esquema de muestreo jerdrquico (Hughes ez
al., 2002; Gottwald, 2006) en 100
plantas/lote, tomadas en grupo de a 4 plantas
dispuestas en cuadriculas de 2x2, lo cual
constituy6 25 grupos de plantas por lote deli-
mitado por 400 plantas cada uno de ellos
(Fig. 5.1). Las muestras se analizaron serol6-
gicamente por DAs-ELISA, durante la primavera
de los afios 2009, 2010 y 2011. Los anilisis
determinaron lotes positivos a PPV y se estimé
la incidencia del virus en dos niveles jerdrqui-
cos: 1° nivel entre grupos de drboles dentro
de lote, y 2° nivel jerdrquico entre todos los
grupos de todos los lotes (entre lotes). De los
9 lotes, 5 fueron positivos a ppv con distintos
niveles de incidencia (Fig. 5.2). La incidencia
entre todos los lotes en 2009 fue de 0,04, en
2010 del 0,13,y en 2011 de 0,08. Los lotes
positivos se encontraron en el Dpto. Albardén
con incidencias del 0,03 al 0,45 y uno del
Dpto. Ullim con el o,01. Con esta informa-
ci6n se puede estudiar el comportamiento de
la incidencia de la enfermedad de manera
temporo-espacial, conjugando factores am-
bientales del patosistema frutal-virus-vector.
En funcién de las referencias recopiladas, el
tiempo minimo de estudio o de datos recaba-
dos para modelizar una epidemia es de al
menos cinco afios (Dal Zotto et al., 2012).
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Figura 5.1. Disefio de muestreo dentro de lote de 2 5 unidades experimentales (u.e) para estudios epide-
miolégicos del Plum: pox virus en montes de ciruelos alrededor del drea de cuarentena para sharka en la
provincia de San Juan.

Zoberman
1(3%)

Gomez 1

1 (45%) 0(55%)

0(97%) 0(97%)

Gomez 2 Leiva Don Domingo 1

1(25%) 0(75%)
0(99%) 0(100%)
Don Domingo 2 Vina del Lago 1 Vina del Lago 2
0(100%) 0(100%) 0(100%)

Figura 5.2. Grifico de sectores por lote, se indica el porcentaje de incidencia. 1: ppv (+) y 0: PPV (-).
Estudios epidemiolégicos del Plum pox virus en montes de ciruelos de alrededor del drea de cuarentena
para sharka en la provincia de San Juan.
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Técnicas de detecciéon

Inspeccion visual
La inspeccién visual de sintomas de hojas y
frutos durante la primavera y el verano puede
llegar a indicar la presencia de la enfermedad
del sharka, pero se ha llegado a la conclusion
de que el andlisis en el laboratorio es funda-
mental, ya que se ha visto presencia de sinto-
mas no especificos, pérdida de sintomas
terminada la temporada de crecimiento y la
existencia de cultivares asintomdticos (Auger,
1993). El virus puede detectarse por tests de
laboratorio al poco tiempo de la inoculacién
y recién mostrar sintomas a los 3 afios de ino-
culado (Levy et al., 2000D).

Test biologicos
Se basa en la propiedad de que esta enferme-
dad es transmisible mediante injertos. El ppv
puede ser detectado por sintomas en nume-
rosas especies de plantas indicadoras lefiosas,
tales como cerezo Nanking (Prunus tomen-
tosa), duraznos: cv. Gr-305 (P, persica), cv. El-
berta (P, persica), cv. Nemaguard (P. persica);
ciruelos: Italian prune (P, domestica), y Ade-
soto 101 (P, insititia L..). También se usan las
indicadoras herbiceas Chenopodium foetidum,
C. quinoa, Nicotiana clevelandii, N. benthamiana
y Pisum sativum, de las cuales las dltimas tres
se utilizan para concentrar el inéculo (Cam-
bra et al., 2002). De las indicadoras lefiosas
las mds utilizadas son 6F 305, Nemaguard y
cerezo Nanking.

Las plantas indicadoras son injertadas/
inoculadas y después de 15 dias, rebajadas a
unos 3 cm por sobre el injerto. Al cabo de
tres a cuatro semanas se observan los sinto-
mas sobre los brotes nuevos (Foto 70). Se
utilizan al menos cuatro repeticiones y se
comparan los sintomas con plantas de control
negativo y positivo. Todo el proceso se rea-
liza en invernadero bajo condiciones contro-
ladas de humedad y temperatura (Desvignes,
1999). No existen datos cuantitativos publi-
cados referentes a la especificidad, sensibili-
dad y exactitud de los resultados obtenidos en
test biol6gicos. Sin embargo, el método es
usado ampliamente en los esquemas de certi-
ficacién y es considerado un método sensible
de deteccién. Aunque tiene algunas desventa-

jas: la lentitud para obtener resultados, se ne-
cesitan invernaderos con condiciones contro-
ladas, amplio espacio, y algunas veces los
sintomas pueden confundirse con los produ-
cidos por otros patégenos sistémicos. Ade-
mds, hay algunas razas asintomdticas del virus
que no producen sintomas en las plantas in-
dicadoras (Cambra et 4l., 2012).

Test serologicos
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay o
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzi-
mas) ha demostrado ser un método altamente
sensible, rapido y confiable para la deteccién
del ppv y es la técnica recomendada para el
andlisis de un gran nimero de muestras
(Cambra et al., 2012). Hay disponibles varios
anticuerpos monoclonales y policlonales para
la deteccion de todos los serotipos de ppv,
por lo que es posible discriminar que raza es-
pecificamente se encuentra en la planta (Levy
et al., 2000b; Cambra et al., 2012). Mediante
la técnica ELisa, ppv puede ser detectado
usando como muestras brotes, flores, hojas,
yemas, corteza y frutos de las plantas infecta-
das (Dosba er al., 1986). EL1sA permite detec-
tar la presencia del antigeno viral (proteina
de la cubierta del virus) a partir de homoge-
nados del material infectado a través de una
reaccion colororimétrica, que se genera por
accién de la actividad de una enzima conju-
gada a anticuerpos en presencia del sustrato
adecuado (Cambra et 4l., 2002).

La toma de muestras es una de las claves
para las pruebas de diagnéstico, ya que el
virus tiene una distribucién muy heterogénea
en la planta y su concentracioén es baja, espe-
cialmente en los meses de verano y otofio. Es
necesario tomar muestras significativas y re-
presentativas de la planta a analizar (Dosba ez
al., 1986). En ensayos realizados dos afios
consecutivos en la zona de San Rafael, Men-
doza, Argentina, en ciruelo europeo cv.
D"Agen, se observaron diferencias significati-
vas (p 0.05) entre los valores de absorbancia
por test DAS-ELIsA en los distintos meses del
aflo, en los érganos muestreados, entre las
distintas ramas (norte, sur, este y oeste) y sec-
tores de la planta (general, alto, medio y bajo)
(Marini et al., 2011; Garcia, 2010).
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Cuando se analizaron estadisticamente las
absorbancias virales medias corregidas (ab-
sorbancia de las muestras menos la absorban-
cia del testigo sano) obtenidas por DAs-ELISA
de los datos del primer afio del ensayo, en el
estudio de comparacién de medias de los
meses del afio, los mayores valores se obtu-
vieron en los meses de octubre, noviembre y
diciembre, mientras que marzo, abril, mayo,
junio y julio tuvieron los niveles mds bajos
durante el primer afio de estudio (Marini ez 4L.,
2012b). Los datos del segundo afio mostraron
una disminucién brusca de la absorbancia en
enero/febrero y un pequefio pico en marzo.
Asimismo, la absorbancia viral obtenida en
yemas de junio, julio y agosto, fue muy supe-
rior a la del primer afio. Estas variaciones po-
drfan deberse a diferencias en condiciones
climaticas, principalmente temperatura, entre
los afios. Comparando los dos afios, el peri-
odo ideal de muestreo en los cuales se obten-
drian resultados confiables por pAs-ELISA
para el sur de Mendoza estaria comprendido
entre los meses de octubre, noviembre y di-
ciembre (Fig. 5.3).

Estos resultados se asemejan a lo estable-
cido por la epro (European and Mediterra-
nean Plant Protection Organization) donde
se recomienda el muestreo en primavera,
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015 F

Absorbancias

01 f
005 F

desaconsejando realizar los test serolégicos
cuando las temperaturas aumentan, desde
Enero a Marzo, para climas mediterrdneos
(eppo Bulletin, 2004). También guarda cierta
similitud a lo recomendado por el Departa-
mento de Agricultura de Pennsylvania y el
uspA (United States Department of Agricul-
ture) en EEUU, donde aconsejan muestrear en
primavera y principios de verano (Levy ez al.,
2000b). Comparando las absorbancias medias
obtenidas mediante Das-ELIsA para los dife-
rentes 6rganos muestreados a lo largo del en-
sayo se observa que las hojas jévenes y las
flores presentan las mayores concentraciones
virales, diferencidndose significativamente de
los frutos, yemas y hojas maduras (Fig. 5.4)
(Marini er al., 2012b). Las hojas jévenes se
encuentran en los meses de noviembre y di-
ciembre, mientras que las flores estdn presen-
tes en octubre, para las condiciones del sur de
Mendoza. Como se puede ver hay una relacién
de este resultado con el obtenido para los
meses mds propicios para realizar DAS-ELISA,
ya que los dos 6rganos estin presentes en los
meses donde se obtiene la mayor concentra-
cién viral. Estos resultados concuerdan con
lo citado por la eppo, donde aconsejan mues-
trear flores, brotes jévenes o pequefios frutos
(eppo Bulletin, 2004).
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Figura 5.3. Variacién de la concentracién del virus de sharka a lo largo del primer y segundo afio en

ciruelos europeos.
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Sin embargo, en investigaciones realiza-
das en damascos y durazneros no se encon-
traron altas concentraciones virales en flores
(Dosba et al., 1986; Knapp et 4l., 1996), a di-
ferencia de lo detectado en Mendoza para ci-
ruelo europeo, lo que indicaria que se pueden
encontrar diferencias de acuerdo a la especie
hospedera, raza del virus y condiciones cli-
madticas. La zona superior del drbol presentd
una menor concentracion viral. No se encon-
traron diferencias significativas entre la base
y la zona media del drbol por lo cual, el
muestreo oficial realizado por el sEnasa
(tomar muestras alrededor de la planta a la
altura del pecho) seria correcto (Marini er a/.,
2012b).

Del analisis de las hojas en todos los meses
donde estuvieron presentes no se observaron
diferencias significativas entre la absorbancia
media de la base y el dpice. Tampoco se en-
contr6 diferencias entre base y dpice cuando
se analizaron las hojas en el mes de noviem-
bre solamente, mes donde se obtuvo la mayor
concentracion viral (Marini et 4l., 2012b).
Estos resultados no concuerdan con lo citado
en investigaciones europeas donde recomien-
dan utilizar el tejido de la base de la hoja para
realizar los andlisis serolégicos (Cambra, cor.
personal). En Argentina, en los monitoreos

oficiales (INTA-SENASA), también se utilizan
muestras de la base de la hoja para realizar el
test ELIsA. Los resultados obtenidos en Men-
doza indicarfan que para las condiciones
agroecoldgicas locales y en ciruelo europeo
serfa indistinto utilizar el tejido de cualquier
parte de la hoja para la deteccién del ppv me-
diante esta técnica (Marini et 4/., 2012b).
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Figura 5.4. Variacién de la absorbancia de los 6rganos muestreados durante un afio.
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Test moleculares
Las técnicas moleculares son mis costosas y
laboriosas que las técnicas seroldgicas, espe-
cialmente cuando se requiere realizar un gran
nimero de muestras. Sin embargo, las técni-
cas moleculares, especialmente el pcr (Poly-
merase Chain Reaction) en tiempo real, son
en general mds sensitivas que las serolégicas
(Cambra et al., 2012).

rT-PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) es una técnica muy sensible
que permite detectar la presencia de virus
aunque su concentracién sea muy baja, ya
que consiste en amplificar exponencialmente
un fragmento especifico del genoma viral (De
Blas et al., 1994). La metodologia mis utili-
zada para la deteccion e identificacion del ppv
es la Inmunocaptura RT-PCR, la cual consta de
la sintesis del cpNa a partir del rva obtenido
desde particulas virales que han sido captura-
das en una placa de ELIsSA previamente acti-
vada con un anticuerpo policlonal anti-ppv,
lo que se realiza utilizando una transcriptasa
reversa. Posteriormente el cbNa es usado
como templado en la amplificacién del pNa
por PcRr, identificindose por electroforesis
bandas de pNa de tamafios especificos. Es
una técnica muy sensible, ya que la inmuno-
captura permite concentrar las muestras y al
mismo tiempo disminuye los posibles interfe-
rentes presentes en el tejido vegetal, los que
afectan negativamente los procesos enzimati-
cos en la transcripcion reversa y la amplifica-
cién por pcr. Como desventaja de esta técnica
se puede mencionar que es necesario conocer
secuencias especificas del genoma de interés
y contar con un anticuerpo que reconozca
(capture) al patégeno (Rosales et al., 1996).

En cuanto a los cebadores o “primers”
utilizados, el que amplifica el gen de la prote-
ina de la cubierta del virus (Wetzel ez al., 1991)
es el mds usado para la deteccién e identifica-
cién del ppv. Se caracteriza por su polivalen-
cia, es decir, permite la identificacion de
multiples aislados del virus, descripto en dife-
rentes lugares del mundo (Wetzel ez /., 1992).
Por otra parte, el primer descripto por Hadidi
(Hadidi y Levy, 1994) amplifica la regién 3’
no codificante del genoma del ppv, region
que se caracteriza por ser heterogénea en

cuanto tamaiio, secuencia y estructura secun-
daria entre los distintos miembros del grupo
de los potyvirus; sin embargo, esta secuencia
no traducida es mis conservada que el gen de
la proteina de la cubierta y diferencia correc-
tamente al ppv de otros potyvirus, lo que la
convierte en un excelente marcador genético
para ser usado con fines de diagnéstico
(Riechmann ez al., 1992).

El Co-operational RT-PCR (CO-RT-PCR) €S
un método nuevo y altamente sensitivo para
detectar Ppv que consiste en la accién simul-
tanea de 4 primers. El proceso consiste en la
retro transcripcién de dos fragmentos dife-
rentes del mismo blanco, uno conteniendo al
otro, la produccién de cuatro amplicones y la
co-operacional accién de los amplicones para
la produccién del fragmento mds largo. Este
método fue 100 veces mds sensible que la rT-
pcr usando los primers de Wetzel (Olmos,
Bertolini & Cambra, 2002).

En los dltimos afios se ha empezado a uti-
lizar para la deteccién del virus, pcr en
tiempo real, que es una técnica altamente
sensible y una herramienta valiosa para la de-
teccién y cuantificacién del ppv (Capote et 4.,
2009). En la pcr en tiempo real la deteccion
del amplicon se puede visualizar directamente
a medida que la amplificacién progresa, sin
necesidad de hacer corridas electroforéticas.
Las técnicas de pcr cuantitativa se clasifican
segin el empleo de fluorocromos no especifi-
cos o bien de sondas moleculares dependien-
tes de la secuencia. En las técnicas basadas en
fluorocromos inespecificos se detecta la ge-
neracion exponencial de apnx de doble cadena
empleando un fluorocromo que se une ines-
pecificamente a aquél. Un ejemplo de colo-
rante que permite esta deteccién es el syrs
Green. En la de sondas moleculares, se usa
un par de primers y una sonda marcada fluo-
rescentemente, disefiada para que se hibride
entre el sitio de unién de los dos primers. Ti-
picamente esta sonda estd unida a dos fluoro-
cromos e hibrida en la zona intermedia entre
el cebador directo (forward) y el inverso (re-
verse); esto es, en el amplicon. De este modo,
cuando la sonda estd intacta, presentan una
transferencia energética de fluorescencia por
resonancia (FRET). Dicha FRET no se produce
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cuando los dos fluorocromos estin distantes
debido a la degradacion de la sonda, o bien
debido a la separacion fisica de los fluorocro-
mos por un cambio en la conformacién de la
sonda. Esto permite monitorizar el cambio
del patrén de la fluorescencia y deducir el
nivel de amplificacién del gen (Mackay ez 4.,
2002). En el pcr en tiempo real, el proceso
previo de extraccion del rva puede ser evi-
tado por inmobilizacién del extracto de las
plantas en papel Whatman 3 MM, 0 en mem-
brana de nylon, y procediendo después a rea-
lizar el pcr en tiempo real (Olmos et 4l., 2005).
Finalmente, Next-Generation Sequen-
cing (NGs), en combinacién con la bioinfor-
madtica, parece ser el futuro en las técnicas de
deteccién de virus conocidos o no en plantas

(Hadidi, 2012).
Manejo de la enfermedad

A diferencia de los hongos y las bacterias que
colonizan plantas, que pueden ser controla-
dos quimicamente, no existen tratamientos
antivirales para prevenir o controlar al ppv.
Los métodos de manejo mds efectivos son los
siguientes:

-Deteccién temprana de la enfermedad, me-
diante monitoreo de plantas madre en vi-
veros y campos comerciales por uso de
técnicas sensibles en el momento oportuno,
y subsecuente destruccién y erradicacién
de las plantas enfermas. Se recomienda
erradicar los drboles positivos, ya que no
hacerlo implica mantener una fuente de
in6culo en el cultivo, que va a producir
fruta de mala calidad y una dispersién de
la enfermedad. La eliminacién de las
plantas enfermas debe hacerse antes de las
infestaciones otofales, asi se evita la dis-
persion a los ejemplares sanos. La planta
deberia ser quemada en su totalidad y
para eliminar el resto de material vegetal
que quede en el suelo se deberfa aplicar
herbicida (Auger & Esterio, 1995; Levy ez
al., 2000Db).

-Utilizacién de plantas frutales certificadas,
“libres de los virus conocidos” para la im-
plantacién de nuevos montes frutales
(Auger y Esterio, 1995; Levy, 2000b; Ma-

rini et al., 2012¢). Mendoza ha sido pre-
cursora en el pais en la creacién de un
proyecto de certificacién en frutales de
carozo. En un esfuerzo de 18 afios de tra-
bajo conjunto de organismos publicos:
inTa (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria), 1scaMEN (Instituto de Sa-
nidad y Calidad Agropecuaria Mendoza) e
iNASE (Instituto Nacional de Semillas), y
con financiamiento de INTa, secyT (Sec.
de Cienciay Técnica de la Nacién) e 1s-
CAMEN, se logré constituir un plantel for-
mado por los principales cultivares y
portainjertos de duraznero, ciruelo y al-
mendro libre de los principales virus que
afectan a la fruticultura nacional. Dicho
monte se encuentra ubicado en un lugar
aislado de otros frutales en el campo
anexo de la A Junin, INTA, en Rivadavia,
Mendoza (Marini et 4l., 2012¢).

-En caso de introduccién de material de pai-
ses y/o zonas afectadas por la enfermedad,
es importante exigir que sea libre de
sharka.

-Uso de cultivares y portainjertos resistentes
6 inmunes producidos por ingenieria ge-
nética o generados por programas de me-
jora de genética convencional. La
utilizacién de cultivares y portainjertos
resistentes a la enfermedad del sharka, pa-
rece ser el unico método definitivo de
control (Dicenta et 4l., 2000). Sin em-
bargo, existe muy poco germoplasma que
puede llamarse resistente o inmune al ppv
en Prunus. Hay fuentes de resistencia, ge-
neralmente multigénica, que provee mo-
derados niveles de tolerancia a algunas
razas del virus. Si bien estos niveles de to-
lerancia son ttiles para los productores
debido a que les permite producir fruta
comercializable, se necesita resistencia o
inmunidad al virus para evitar la disper-
sién posterior por vectores (Levy et al.,
2000b).

El método usado tradicionalmente
para evaluar resistencia ha sido la observa-
ci6én de sintomas en hojas y frutos de
plantas inoculadas natural o artificial-
mente con el virus, a campo o en inverna-
deros aislados, en aquellos paises donde
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la enfermedad no se ha diseminado (Di-
centa et al., 2000; Martinez-(GGomez et al.,
2000). Los resultados obtenidos han sido
muy contradictorios debidos a factores
dependientes de la raza del virus usada
como in6culo, el método de inoculacién,
el tiempo desde la inoculacién a la obser-
vacién de los sintomas, etc. (Levy ez al.,
2000b). El estudio de la habilidad de un
genotipo de permitir el movimiento del
virus a través de sus tejidos vasculares (xi-
lema y floema) fue propuesto como un
método alternativo para evaluar resisten-
cia (Rubio et al., 2008). En un ensayo rea-
lizado en Mendoza para evaluar la
resistencia al aislado argentino del ppv de
cultivares de durazno para industria, los
genotipos “Pavia Catherina” y “Loadel”
permitieron el movimiento del virus a tra-
vés del xilema y floema de sus respectivas
plantas, sin mostrar sintomas visibles en
hojas y flores, durante dos ciclos de eva-
luaciones. Estos resultados son prelimina-
res, dado que se necesitan por lo menos 6
ciclos de evaluaciones para determinar la
posible tolerancia de los genotipos estu-
diados al virus (Marini et 4/., 2012d).

Los métodos tradicionales para gene-
rar resistencia a la enfermedad del sharka,
a través de cruzamientos, han tenido un
éxito muy limitado debido a la naturaleza
multigénica de la resistencia, y a que esa
resistencia es especifica para cada raza del
virus. El tiempo requerido para incorpo-
rar un alto nivel de resistencia multigé-
nica a todos las razas del virus, mis las
caracteristicas comerciales deseables del
cultivar y/o portainjertos puede llevar mds
de 20 afos. Un método alternativo, es la
transformacion de las plantas con genes
virales, tales como el de la proteina de cu-
bierta del virus (cp). Plantas transgénicas
que expresan genes virales han demos-
trado diferentes niveles de resistencia. La
cp del ppv ha sido transferida a ciruelo ja-
ponés, y una linea transgénica, “Honey
Sweet” (c5), ha demostrado un alto nivel
de resistencia en mds de 10 afios de ensa-
yos en diferentes paises (Zagrai et al., 2008).
La resistencia parece ser debida al silen-
ciamiento genético post-transcripcional.

El gen es heredado como un simple gen
dominante y la progenie ha demostrado
ser resistente a ppv (Scorza et al., 2004).
Debido a que la transformacién de otras
especies de Prunus no ha resultado satis-
factoria hasta el presente, Honey Sweet
podria ser utilizado como padre en pro-
gramas de mejoramiento, con la ventaja
de que su resistencia se hereda como un
gen simple y dominante, que permite se-
leccionarlo en la progenie mediante técni-
cas de pcr (Levy ez al., 2000).

-Medidas de manejo tales como inspecciones

visuales en los campos y viveros, control
quimico de los pulgones, eliminacién de
malezas, aplicacion de aceites de verano,
alternar material vegetal susceptible con
especies resistentes o no hospederas del
virus, etc, pueden contribuir a disminuir
la propagacién de la enfermedad (Levy ez
al., 2000b; Capote et al., 2006).

El control de los vectores, si bien
puede contribuir a disminuir la dispersién
de la enfermedad, no es de gran utilidad,
dado que el pulgén transmite al virus en
forma no persistente. De los mecanismos
de transmisién en los que participan los
pulgones como organismos vectores, el de
tipo no circulativo y no persistente, por
sus caracteristicas descritas anteriormente,
es el que representa un mayor desafio en
cuanto a las estrategias de prevencién y
control de enfermedades virales en culti-
vos de interés econémico, haciendo initil
el uso de plaguicidas para controlar el
vector y llegando incluso con su empleo a
incrementar la dispersion de la enfermedad
al favorecer un mayor desplazamiento de
los pulgones en el cultivo (Martinez-Garcia
et al., 2001). Se observaron significativas
reducciones de incidencia de la enfermedad
del sharka en ensayos realizados en Espaiia,
Bulgaria y Rumania aplicando aceites mi-
nerales de verano (SunSpray® Ultra-fine®
al 1%) (Vidal et a4l., 2012). También se ha
utilizado con éxito en la eliminacién del
virus la termoterapia (24-32 dias a 38°C)
y el microinjerto de dpices caulinares in
vitro (Capote et al., 2000).
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Monitoreo

Sharka es una enfermedad cuarentenaria en
Argentina al igual que en la mayoria de los
paises productores de frutas de carozo. A fin
de mantener este estatus, después de la pri-
mera deteccion de la enfermedad en el afio
2004 (Dal Zotto et al., 2006), se formé una
red interinstitucional para el abordaje de la
problemadtica de la enfermedad, su diagnds-
tico y control, integrada por los tres organis-
mos nacionales con injerencia en la materia:
INTA, SENASA € INASE y organizaciones de pro-
teccion vegetal de las provincias productoras
de frutas de carozo. El primer producto del
trabajo interinstitucional fue la formacién de
una Comisién integrada por representantes
técnicos de las instituciones mencionadas que
ha tomado medidas de caricter cuarentenario
en forma inmediata tales como: erradicacién
de plantas enfermas con sharka; declaracién
de Areas de Cuarentena; control de movi-
miento de material de propagacién hospe-
dante de la Raza “p” de ppv; anilisis oficial en
laboratorio del ppv en las plantas madre de
las especies del género Prunus hospederas,
previo a su multiplicacién y medidas especifi-
cas en Areas Interdictadas.

A fin de garantizar la rdpida ejecucién de
los anilisis del virus y la obtencién de resulta-
dos andlogos se formé una Red Oficial de
Laboratorios de determinacién de ppv consti-
tuida por los de las Estaciones Experimenta-
les San Pedro, Rama Caida, Junin, Alto Valle
e 1PAVE (c1aP) de INTA y los laboratorios cen-
trales de sENasa e iNasE. Todos ellos trabajan
con un protocolo consensuado de la técnica
pas-ELisA (Clark & Adams, 1977) para la de-
teccion del virus.

Anilisis de plantas madre del género
Prunus

Anualmente desde el afio 2007 se analiza la
presencia de ppv en las plantas madre del gé-
nero Prunus inscriptas en seNasa 'y de las cua-
les se tomardan las yemas para formar las
plantas esa temporada. Los viveristas realizan
todos los afios la inscripcién de las plantas
madre que pueden variar o no, dependiendo
de las necesidades del afio. La Comisi6n esta-
blecié un protocolo de monitoreo que incluye
recolecciéon de muestras, su acondiciona-
miento y envio al laboratorio de la Red Ofi-
cial previamente establecido. Cada muestra
estd compuesta por 16 hojas y representan
dos plantas, ocho hojas de cada una. Cada
afio se analizan alrededor de 25.000 muestras
correspondientes a unas 50.000 plantas
madre de viveros del pais. Las plantas ppv +
son erradicadas inmediatamente. Ello implica
el 100% de las plantas madre de las varieda-
des comerciales sefialadas por los viveros y un
muestreo parcial de portainjertos (Rossini ez
al., 2011).

Las plantas madre analizadas se ubican en
unos setenta campos pertenecientes a treinta
viveros comerciales de las provincias de Men-
doza, San Juan, Rio Negro, Neuquén y Buenos
Aires (San Pedro). Mendoza es la provincia
con mayor cantidad de muestras analizadas,
mids de 20.000, en coincidencia con la ubica-
ci6én de la mayor cantidad de viveros (Rossini
et al., 2012).

Los resultados obtenidos en siete tempo-
radas (2007-2012) indican que el valor de in-
cidencia de sharka mds elevado corresponde
al primer afio de anilisis del virus y a partir
del tercer afio, no se obtuvieron resultados
positivos (Tabla 5.2). Ello es producto del
andlisis anual de plantas madre que permite
la erradicacion de las plantas enfermas, del
control de movimiento del material de pro-
pagacion y posiblemente debido a una baja
eficacia en la transmisién natural del virus
(Rossini et al., 2012).
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Tabla 5.2. Andlisis de Plum pox virus (ppv) en plantas madre del género Prunus en el periodo 2007-2013.

L Plam:ssf:ﬁl&a)das UBIGacion DAS-EIl.’IlSaI'\“I?:sitivas Ubicacidi {+} pl::tr::l‘:fj:r‘rl:as
2007 25.277 Mendoza, Bs. As. (San Pedro) 3 Oasis Sur (Mza) 0,0125
2008 48770 endor e o " 1 Dasis Sur (Mza) 00020
psu | et o | - -
wgn | Mgl ga | - -
aas | Meenbllmpl | - -

2012 43736 Mendu;z;.tgsbﬁ\isa. ksuarrt]ePedru), 0 _ _
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