MASTER OFICIAL INTERUNIVERSITARIO EN MEJORA GENETICA VEGETAL

EVALUACION DE LA RESISTENCIA A
Plum Pox Virus EN ALBARICOQUERO
(Prunus armeniaca L.),
MEDIANTE SINTOMATOLOGIA Y RT-PCR EN
TIEMPO REAL

-

TESIS FIN DE MASTER

Antonio Pascual Font Tomas

Director Académico Directores Experimentales
Dr. Gerardo Llacer Ill Dr. Carlos Romero Salvador
Elsa Maria Vera Ruiz

VALENCIA, DICIEMBRE 2009

(COHAV)

Centro de Conservacion y Mejora de
la Agrodiversidad Valenciana

NVike

HSTITUTO VALE

This document was created using SoLmDpD CoONVERTER PD FW‘




MASTER OFICIAL INTERUNIVERSITARIO
EN MEJORA GENETICA VEGETAL

Instituto de Conservacion y Mejora de la ®
Agrodiversidad Valenciana

.34 Universidad Politécnica de Madrid

Universidad Politécnica de Cataluia E

EVALUACION DE LA RESISTENCIA A Plum
Pox Virus EN ALBARICOQUERO
(Prunus armeniaca L.), MEDIANTE
SINTOMATOLOGIA Y RT-PACR EN
TIEMPO REAL

TESIS FIN DE MASTER

Antonio Pascual Font Tomds
Director Académico Directores Experimentales

Dr. Gerardo Llacer Il Dr. Carlos Romero Salvador
Elsa Maria Vera Ruiz

Instituto Valenciano de Investigaciones agrarias

Moncada (Valencia), Diciembre 2009

. . 3 T thi X hase th
SOLID CONVERTER PDF > b s nesas utes te



AGRATMENTS.

De nou em trobe davant d'una de les parts més boniques dels treballs
fi de carrera, de les tesines de mdster i de les tesis doctorals, només fa
dos anys em trobava a la mateixa situacio en finalitzar els meus estudis de
enologia i més de 4 anys quan ho vaig fer per primera vegada, en finalitzar
la ingenieria técnica agricola; tal vegada esta siga I'dltima volta, si no em
donen alguna oportunitat per fer una tesi doctoral, per aquest motiu he
volgut fer-ho un poc diferent d'allo que he fet anteriorment.

De moment ja vos haureu adonat que els agrdiments els he escrit en
la meua llengua materna, per a mi és més facil pensar i al mateix temps
escriure el que pense, només em sap malament per la gent que no domina
aquesta llengua, els demane disculpes per anticipat.

Unes fulles més avant es troba el treball de culminacié de dos anys de
molt d'esforg, en els quals he tingut el gust de conéixer a molta gent nova i
acabar de conéixer a d'altres que han continuat presents en la meua vida,
també hi ha que no estan ja entre nosaltres, pero que ocuparen un lloc
privilegiat a la meu vida.

Ja fa uns quants anys que em vaig apropar al mon de l'agricultura, i
grdcies a Antonio Font i a Rafa Ros aquesta activitat em va encisar, ells
m'han ensenyat tot el que saben d'aquest mon i d'altres, he aprés molt de les
seues llisons, gracies als dos.

Ara fara 10 anys lequip de fruiters de [IInstitut Valencia
d'Investigacions Agraries, em va acollir al seu equip de treball, he d'agrair a
Gerardo Llacer, el que avui continua sent el cap del departament i director
academic d'aquest treball, que contara amb mi en aquell moment i que dia a
dia ha ficat tot el necessari per a portar a la fi aquest treball, tfambé tinc
agrdiments cap a Marisa Badenes que en tot moment ha estat tant propera
per ajudar-me, no puc oblidar-me de Carlos Romero, el que és avui el meu
director experimental i a qui estic molt agrait pel gran esforg d'dltima hora
que hem hagut de fer per finalitzar aquest treball, amb ell i compartint la
direccié experimental ha estat Elsa Vera, a la qual estic molt agrdit per
compartir amb mi els inicis experimentals d'aquest treball, molt de anim per
acabar la teua tesi.

En general estic agrait a tot I'equip de fruiters, als que encara estan,
Ana, Mar, Mati, Elena, Carmen, José Miguel, Gabino. als que nho estan ja com
Lola, Ana Delia, Santi i alguns més, i als que han pasat per alli per un motiu o
un altre. Pero en especial he d'agrair als meus companys del dia a dia amb
els que passe moltes hores, com son José Martinez, company de master

SOLID CONVERTER PDF > b s nesas utes te



també i amb el que he passat tant de temps estos dos dltims anys, moltes
gracies ja que he compartit feines amb tu, en les que he aprés moltes coses,
gracies també a Enzo per eixos moments de rialles durant els matins tan
calorosos o tan freds i com no donar les grdcies al meu gran company i amic
Pepe Palanca, has segut com un germa major,un recolzament en els moments
dificils, sempre has estat al meu costat.

Dos anys fa que els conec a la majoria d'ells, em referisc als meus
companys i mestres del master, ha segut una experiéncia molt bonica i
gratificant, en la que he aprés molt i he fet grans amics. Estic molt agrait
als mestres perque en general han sabut transmetre'm els seus
coneixements amb unes llicons moltes vegades magistrals, fambé han
comprés les meues limitacions i han ficat de la seua part per no deixar-me
enrere. També tinc paraules d'agrdiment per als meus companys de curs,
sense el recolzament de tots vosaltres no ho hagués aconseguit, heu estat
al meu costat i m'heu oferit sempre la vostra ajuda, moltes grdcies a tots.
Perd en especial he d'agrair a dos companys que han estat per damunt de
tot al meu costat, en primer lloc Carles, per la seua ajuda prestada per
poder finalitzar eixos examens d'lltima hora i en segon lloc moltes gracies a
Pablo que ha estat pendent de mi especialment durant aquestos dos anys.

També vull donar les gracies al meus companys de enologia en els que
encara compartixc bons moments i que han estat donant-me suport per
finalitzar estos estudis, a Isabel i Alberto, a Sergi, Elvira i molt
especialment a Ana que hui per hui és una gran amiga.

Perd realment els més importants als que vull agrair aquest treball
son la meua familia. Els meus avis que sempre han estat presents, amb tota
la seua saviesa. Al meu germd i a la meua tia Montse, que d'aci res estara
feta tota una advocada, anim que queda menys. Als meus pares ja que ells
han segut recolzament de tots els meus projectes de vida, sense ells res
d'ago seria possible.

Pero si algl es mereix tot el meu agraiment eixa es Mercé, ella ha
estat fins on jo no aplegava, ha segut mare i pare dels nostres fills mentre
Jjo acudia a classe, ha segut comprensiva amb els meus mals humors degut al
cansament i ha estat de forma incondicional al meu costat.

SOLID CONVERTER PDF > b s nesas utes te



Als meus pares i familia. El meu passat.
A Mercé. El meu present.

A Toni i Carolina. El meu Futur.

SOLID CONVERTER PDF > bt e e e



INDICE

RESUMEN 1
SUMMARY 1
1. INTRODUCCION. 2
1.1. EI ALBARICOQUERO. 3
1.1.1. Origen. 3
1.1.2. Descripcion taxonémica. 4
1.1.3. Importancia agronémica. 5
1.2. EL VIRUS DE LA SHARKA. 9
1.2.1. Aparicion y distribucion geogréfica. 9
1.2.2. Agente causante. 9
1.2.3. Sintomatologia. 9
1.2.4. Epidemiologia. 9
1.2.5. Métodos de control. 12
1.2.6. Métodos de diagndstico y deteccion. 12
1.3. LA SHARKA EN ESPANA. 13
1.3.1. Distribucion e importancia. 13
1.3.2. Medidas de control adoptadas. 14
1.3.3. Mejora genética para resistencia a PPV. 14
2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS. 17
3. MATERIALES Y METODOS. 19
3.1. MATERIAL VEGETAL. 20

SOLID CONVERTER PDF ) et neses pras e



3.2. BIOENSAYO. 21

3.3. TEST SEROLOGICO. 27
3.4. RT-PCR EN TIEMPO REAL. 29
4. RESULTADOS. 31
5. DISCUSION. 45
6 BIBLIOGRAFIA. 50

SOLID CONVERTER PDF > bt e e e



Introduccion

INTRODUCCION

2

SOLID CONVERTER PDF > et nae e




Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1. EL ALBARICOQUERO.
1.1.1. Origen.

En el afio 2205 a. C., el Emperador Yu fundaba la dinastia china de los
Hsia, bajo cuyo mandato la agricultura conocié un periodo muy floreciente. A
este emperador se le atribuye la paternidad del libro sagrado Shan-hai-King, en
el que se dice que algunos ‘Sing’ (albaricoqueros) crecen en las colinas chinas,
siendo ésta la cita mas antigua que se conoce sobre la especie. De hecho, los
hallazgos mas consistentes de ejemplares espontaneos fueron hechos en
China, en las montafias cercanas a Pekin. Los frutos eran mas pequefios, de
un tamafno aproximado de unos 25 mm, con piel amarilla y roja, pulpa amarilla-

rojiza y de sabor acido, pero comestibles (Forte 1988).

El albaricoquero espontdneo también se puede encontrar en Turkestan
en el Himalaya, en Manchuria meridional, en Mongolia sur-oriental, en China

del Norte y en varias zonas del extremo oriente (Forte 1988).

Mas concretamente, Vavilov (1951) describio tres centros de origen para
el albaricoquero: El centro chino, que comprende las regiones montafosas del
noroeste, centro y oeste de china llegando hasta la provincia de Kansu y el
noroeste del Tibet, el centro de Asia Central, que comprende el area
montafiosa que se extiende desde el sur de Tien-Shan hasta Kashmir, y el
centro del Proximo Oriente, considerado por Vavilov como secundario, que
comprende la zona montafiosa que se extiende desde el noroeste de Iran hasta

el Caucaso y el centro de Turquia (figura 1).

Los albaricoqueros se extendieron desde Asia Central a la region
Transcaucasica a través de Irdn (Goor y Nurock 1968). Esta difusion debi6
ocurrir como parte de los intercambios militares, econémicos y culturales que
siguieron a las penetraciones de Alejandro de Macedonia dentro del
Turquestan, llegando hasta el Valle de Fergana durante el siglo IV a. C. Muy
probablemente la palabra ‘armeniaca’ con la que los griegos y romanos
designaron al albaricoque significase solamente que desde aquella region,

donde también se cultivaba, llegase a Grecia y después a Roma. La especie
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Introduccion

emple6 mas de dos mil afios para llegar a Occidente, ya que hasta comienzos

de la era cristiana e incluso algun tiempo después no se tienen noticias ciertas.

Todo parece indicar que el albaricoquero llegd a Espafa por dos
caminos distintos: por el norte del Mediterraneo, a través de los romanos, en
los primeros siglos después de Cristo, y por el sur del Mediterraneo, a través de
los &rabes, hacia el siglo VII. So6lo asi se explica, segun Crossa-Raynaud
(1961), la diversidad de caracteres morfoldgicos (porte, ramificacion y tamafio
del fruto) y fisiolégicos (necesidades de frio, época de maduracién y
autocompatibilidad) que se encuentra en las poblaciones autéctonas,

especialmente en las de Murcia.
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Figura 1: Centros de origen de los cultivos (Vavilov 1951).

1.1.2. Descripcion taxonémica.

Segun la clasificacion de Rehder (1967), el albaricoquero pertenece a la
familia de las Rosaceas, subfamilia Prunoidea, género Prunus, y subgénero
Prunophora. Este género incluye alrededor de 150 especies de arboles y
arbustos de hoja caduca o perenne de acuerdo con sus adaptaciones
climéticas. La mayoria se encuentran en las zonas templadas de América del
Norte, Este de Asia y Europa. Unas pocas de ellas se localizan en las zonas

montanosas tropicales situadas al norte de Ecuador.
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Introduccion

La mayor parte de las variedades -cultivadas de albaricoquero
pertenecen a la especie Prunus armeniaca L., esta especie es diploide (2n =
16), de flores solitarias, blancas o rosadas. El arbol de porte globoso, raiz
pivotante, tronco erguido, corteza parda y hojas brillantes alternas, puede
alcanzar entre 3 y 7 m de altura. El fruto es redondo, de 3 cm o mas de
diametro, de color amarillento, y casi glabro. El hueso es liso, presentando una
costilla gruesa asurcada.

1.1.3. Importancia agronémica.

En el mundo hay un total de 477.211 Ha cultivadas de albaricoquero de
las cuales el 54% corresponden a paises mediterrdneos. La produccion
mundial de albaricoques ha oscilado en los ultimos afios alrededor de los 3
millones de toneladas, de las cuales un poco mas de la mitad procede de los
principales paises productores, Turquia, Iran, Uzbekistan, Italia, Pakistan,
Francia, Japon, Argelia, Siria, Marruecos y Espafia (figura 2) (FAO 2007).
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Figura 2: Produccion de albaricoques de los principales paises en miles de toneladas

(FAO 2007).
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Introduccion

En Espafa, la superficie cultivada en plantacion regular fue
ascendiendo lentamente desde 1965 hasta 1990 de 18.000 Ha a 25.000 Ha,
manteniéndose a este nivel durante toda la década siguiente. En la actualidad
se encuentra alrededor de 18.300 Ha (figura 3). La produccion es alternante de
unos afos a otros, pero segun los ultimos datos se sitta en unas 88.000
toneladas anuales (figura 4), de las cuales se exporta de un 25% hasta un 40
%, dependiendo de la temporada (MARM 2008).

Ii[l ! ! ! ! I I ! ! I I I I ! ! I I I
L O T ) 1 O
Figura 3: Evolucion de la superficie total de albaricoquero (miles de hectdreas) en

Espaiia.

u ! | ! ! | ! ! | ! ! | ! | | | | !
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Figura 4: Evolucion de la produccion de albaricoque (miles de toneladas) en Espaiia.

Por comunidades autonomas, el primer lugar esta ocupado por Murcia
con el 54% de la superficie y casi el 65% de la produccion, le sigue la
Comunidad Valenciana con un 21% de la superficie y el 8% de la produccion,
en tercer lugar se encuentra Castilla — La Mancha, que posee un 10 % de la

6
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Introduccion

superficie y un 6% de la produccién (casi toda ubicada en la provincia de
Albacete), mientras que Aragln se encuentra en cuarto lugar con un 5% de la
superficie y un 11% de la produccién. El conjunto de estas cuatro comunidades
poseen el 95 % de la superficie de cultivo (figura 5) y el 90% de la produccién
(figura 6) total del estado espaiiol (MARM 2008).

1%
2% 1%

mR. Murcia

B C. Valenciana

m Castillala Mancha
H Aragon

M Catalufa

m Andalucia

W Canarias

W Otras

Figura 5: Distribucion por Comunidades Auténomas de la superficie cultivada (%) de

albaricoquero en Espaiia.

39 3% 2% 2%

B R. Murcia

B C. Valenciana

M Castillala Mancha
M Aragon

M Catalufia

= Andalucia

W Canarias

W Otras

Figura 6: Distribucion por Comunidades Autéonomas de la produccion (%) de

albaricoquero en Espafia.

7

SOLID CONVERTER PDF > bt e e e




Introduccion

Existe una clara diferencia entre comunidades en lo que respecta a la
productividad por hectarea. Esto es debido a las técnicas de cultivo y sobre
todo a la implantacion de riego localizado en un cultivo tradicionalmente de
secano, que han hecho al albaricoguero mucho mas productivo en

determinadas regiones (figuras 5y 6).

Precisamente la Comunidad Valenciana produce en la actualidad 7.175
toneladas de albaricoque en unas 3.978 hectareas de cultivo, de las cuales
2.238 Ha se encuentran en regadio y las 1.740 Ha restantes en secano. Esta
circunstancia hace que sea la segunda Comunidad Autbnoma en cuanto a

superficie pero la tercera en cuanto a produccion.

Las principales comarcas productoras son La Costera, La Ribera Alta, La
Vall d’Albaida y Los Serranos en la provincia de Valencia y La Plana Alta en la
provincia de Castell6n de la Plana.

La produccion en cada una de estas comarcas se basa en unas pocas
variedades. En La Ribera Alta, el 70% de las variedades cultivadas son
precoces tipo ‘Ginesta’, ‘Palau’ y ‘Palabras’, y el 30% restante corresponde a
las variedades ‘Corbatd’ y ‘Canino’ principalmente. La Vall d’Albaida es la
comarca que cuenta con mayor diversidad varietal. Como variedades
tempranas se cultivan ‘Ginesta’, ‘Palau’ y ‘Palabras’, representando un 25%, de
media estacién las variedades ‘Mitger’, ‘Roig de Carlet’ y ‘Canino’ que llegan al
60% del total y el 15% restante pertenece a la variedad tardia ‘Tadeo’. Por el
contrario, en la comarca de Los Serranos, el 90% de la produccién se basa en
una unica variedad, ‘Canino’ (CAPA 2008).

La produccién valenciana de albaricoque se destina en un 50% al
consumo en fresco, de lo cual se exporta entre un 10 y un 20% a paises de la
Union Europea y el 50% restante se destina a la industria (Badenes et al.
1997).

Destacar que en todas las zonas de la Comunidad Valenciana donde el
cultivo del albaricoquero coincide con el cultivo de ciruelo japonés,
especialmente en las comarcas de La Ribera Alta y parte de La Vall d’Albaida,
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Introduccion

la superficie de cultivo se encuentra en una evidente regresion o practicamente

en desaparicion como efecto de la gran difusion del virus de la sharka.
1.2. EL VIRUS DE LA SHARKA.
1.2.1. Aparicion y distribucién geografica.

La sharka (vocablo que significa viruela en bulgaro) se describié por
primera vez hacia el afio 1915 en Bulgaria en ciruelos europeos, y no fue hasta
1933 cuando se detecto en albaricoqueros. Desde ese momento, la
enfermedad se extendidé progresivamente desde los Balcanes hasta
Centroeuropa y desde alli en todas direcciones, hasta cubrir la mayor parte del
continente Europeo, llegando también a algunos paises de la ribera sur del
Mediterraneo como Turquia, Egipto y Siria. En 1992 tuvo lugar la primera
deteccion del virus de la sharka en el continente americano, concretamente en
Chile (Roy y Smith 1994; Németh 1994). En Estados Unidos solo hace unos
afios que se publico la primera referencia sobre la sharka (Levy et al. 2000), al
igual que en Canada (Thompson et al. 2001).

1.2.2. Agente causante.

El agente patégeno causante de la sharka es un potyvirus, conocido en
inglés como ‘Plum Pox Virus’ (PPV). Se trata de un virus de particulas
filamentosas, que tienen una longitud de 680 a 900 nm y una anchura de unos
15 nm. Su genoma consiste en una Unica molécula de ARN de cadena simple,
que se compone de 9800 nucledtidos, con un peso molecular de 3.5 x 10°
daltons, posee simetria helicoidal y polaridad positiva (Lain et al. 1989; Maiss et
al. 1989; Teycheney et al. 1989; Riechman et al. 1992; Garcia et al. 1994;
Rosales et al. 1998).

1.2.3. Sintomatologia.

Los sintomas que PPV produce sobre los frutales de hueso aparecen
especialmente sobre hojas y frutos, y su importancia depende de diferentes
efectos como son: la especie frutal, la variedad, el aislado del virus y las

condiciones climatoldgicas.
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Introduccion

Todos los aislados estudiados en Europa hasta la aparicion del PPV-Ch
o Cherry podian agruparse mayoritariamente en dos tipos, un primer aislado
tipo D, de Dideron, procedente de albaricoquero en el sur-oeste de Francia, y
un segundo aislado, denominado tipo M, de Marcus, procedente de
melocotonero del norte de Grecia. También existe una raza descrita en Egipto
denominada El-Amar (Candresse y Cambra 2006).

Los aislados del tipo D, que son los que se pueden observar en
albaricoquero también producen fuertes sintomas en la mayor parte de las
variedades y cultivares de ciruelo europeo (P. domestica). Los frutos que estan
cercanos a la maduracion presentan manchas y anillos cloréticos, que pasan a
ser necroticos, y presentan una apariencia deforme. La pulpa muestra un
pardeamiento y el hueso muestra manchas y anillos de color claro,
especialmente en albaricoquero (figura 7). Las hojas en primavera muestran
también unas manchas o bandas y anillos cloréticos, que pueden llegar a

necréticos (figura 8) (Desvignes 1999).

Figura 7: Frutos de albaricoquero con sintomas de sharka.
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Introduccion

1.2.4. Epidemiologia.

Plum Pox Virus se trasmite de unos arboles a otros basicamente de dos
formas, una es el injerto, utilizando yemas infectadas del virus, y la otra es
mediante las picaduras de pulgones (&fidos). La no utilizacibn de material
vegetal certificado (libre de virus) es la razon principal de la difusion de la
enfermedad entre paises. Una vez que la sharka se establece en una zona,
son los pulgones los que contribuyen de una manera muy importante a su
difusion en distancias cortas. EI modo de transmision es no persistente y
ademas poco especifico, lo que hace que el nimero de especies de afidos
capaces de actuar como vectores de PPV sea elevado. Németh (1994) cita las
siguientes especies: Aphis craccivora, Aphis fabae, Aphis spiraecola,
Brachycaudus cardui, Brachycaudus helichysi, Hyalopterus pruni, Myzus
persicae, Myzus varians y Phorodn humuli. Labonne et al. (1994) afiadian las
siguientes: Aphis gossypii Aphis hederae y Rhopalosiphum padi. EI nUmero de
vectores crecera conforme se ensayen mas especies, aunque la eficiencia de
transmision puede variar y varia de hecho entre especies y segun la cepa del

virus.
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Introduccion

1.2.5. Métodos de control.

Como sucede con todos los virus, no hay ningun tratamiento disponible
para curar en el campo los arboles infectados por PPV. La proteccion cruzada,
que se ha conseguido con otros virus por medio de la inoculacién de razas
débiles, tampoco se ha mostrado eficaz en el caso de la sharka. En cuanto a
tratamientos aficidas para luchar contra la difusion natural del virus, son muy
poco eficaces, dado el modo de transmisién no persistente. A corto plazo, el
unico medio de lucha disponible es el arranque sistematico de todos los arboles
enfermos y la utilizacién de materiales sanos en todas las nuevas plantaciones.
A largo plazo, la mejor solucién es la obtencién de variedades resistentes,
adaptadas a condiciones agroclimaticas, bien sea mediante programas de
mejora genética clasica, por cruzamientos (Audergon et al. 1994; Karayiannis y
Mainou 1994; Polak 1994), o por medio de la produccién de plantas
transgénicas (Camara Machado et al. 1994; Escalettes et al. 1994;
Ravelonandro et al. 1994 y 1998; Scorza et al. 1994 y 1998).

1.2.6. Métodos de diagndstico y deteccion.

El diagndstico y la deteccién rutinaria del virus se ha llevado a cabo de
forma tradicional mediante transmision por injerto sobre indicadores lefiosos,
siendo uno de los mas utilizados el melocotonero de semilla Prunus persica cv
GF-305 cultivado en invernadero, pero también se han utilizado otros como

Prunus persica cv Siberian C y Prunus tomentosa (Damsteegt et al. 1997).

Las técnicas serologicas basadas en diversas variantes del método
ELISA (“Enzyme-Linked Inmuno Sorbent Assay”), son actualmente las mas
empleadas por sus diversas ventajas. Han sido descritos anticuerpos
monoclonales que reconocen a todas las cepas del virus (D, M o C) con gran
especificidad y sensibilidad, siendo aconsejables para el diagndstico rutinario y
muy Utiles con fines de erradicacion (Cambra y Llacer 1994; Boscia et al. 1997;
Navratil et al. 1998; Crescenzi et al. 1998). En los ultimos afios se han
desarrollado técnicas basadas en la RT-PCR, que permiten detectar cantidades

infimas de ARN viral (Crescenzi et al. 1994; Candresse et al. 1994; Levy y
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Hadidi 1994; Krczal y Avenarius 1994; Adams et al. 1998). En la actualidad se
esta intentando que estos métodos basados en la RT-PCR en tiempo real se

validen como métodos de analisis o cribado a gran escala (Capote et al. 2009).
1.3. LA SHARKA EN ESPANA.

Al final de la década de los 70, Espafia y Portugal eran los Unicos paises
europeos con cultivo importante de frutales de hueso donde la sharka todavia
no habia sido detectada. La primera deteccién del virus de la sharka en Espafia
tuvo lugar en junio de 1984 en plantas de ciruelo japonés (Prunus salicina
Lindl), cultivar ‘Red Beaut’, cultivadas en Sevilla que mostraron sintomas
tipicos de la enfermedad. A continuacién, PPV fue detectado en otros ciruelos
japoneses del mismo cultivar en Murcia y Valencia. Era la primera vez que el
ciruelo japonés era citado como hospedante natural del virus de la sharka.
Ademas, también se encontré en albaricoques del cultivar ‘Canino’ en Castellén
y en melocotones del cultivar ‘Rojo de Rito’ en Lérida (Llacer et al. 1985; Llacer
y Cambra 1986). Al investigar el origen de los arboles infectados, se descubrid
que los arboles madre de ‘Red Beaut’ y de ‘Canino’ procedian del mismo vivero
y estaban infectados. Probablemente PPV llegé a este vivero a través de
materiales introducidos desde Francia. El albaricoquero ‘Canino’ procedente
del mismo vivero espaiiol fue el primer origen conocido de sharka en Portugal
(Louro y Corvo 1986).

1.3.1. Distribucién e importancia.

El virus de la sharka ha sido detectado en todas las regiones espafiolas
donde existe cultivo con cierta relevancia de frutales de hueso, aunque la
incidencia de la enfermedad es muy variable de unas regiones a otras. Las
regiones donde la sharka tiene una mayor importancia econémica son aquellas
donde coexiste el cultivo del albaricoquero junto con el del ciruelo japonés,
como son el caso de la Comunidad de Murcia y sobre todo la Comunidad
Valenciana. Entre estas dos regiones se agrupa el 75% de la superficie
dedicada al cultivo del albaricoquero. En ambas comunidades se ha
comprobado una difusién a gran escala de PPV desde las plantaciones de
ciruelo japonés a las de albaricoquero (Avinent et al. 1993) con la siguiente

particularidad, mientras que en ciruelo japonés el nimero de frutos deformados
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que no se pueden comercializar es muy bajo, la mayoria de los frutos de
albaricoquero estan muy afectados para su comercializacién. En consecuencia,
los propietarios de ciruelos japoneses no tienen interés en arrancar sus arboles
aunque estén infectados, y constituyen un foco permanente de infeccion para
los albaricoqueros. Tanto es asi que dentro de estas dos regiones las zonas
donde se cultivan albaricoqueros pero no ciruelos japoneses, que suelen ser
zonas del interior, donde la climatologia ya no es apropiada para estos ultimos,

la incidencia de la enfermedad es mucho mas baja.
1.3.2. Medidas de control adoptadas.

El control de PPV se basa en la erradicacion de los focos de infeccién y
en el uso de material de propagacion sano. Después de la primera deteccién
de la sharka en Espafia, en julio de 1984, un decreto del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, en enero de 1985, estableci6 medidas
internas de cuarentena para tratar de evitar la difusion de la enfermedad de
unas regiones a otras y erradicar los focos infecciosos que pudieran ser
detectados en las prospecciones que se realizaron en todas las Comunidades
Autonomas implicadas. A tales efectos, los servicios de Sanidad Vegetal de las
nombradas Comunidades Autonomas, fueron dotados de los medios
necesarios para el diagnostico de PPV por ELISA. En las regiones mas
afectadas se establecieron ademas medidas para el arranque subvencionado
de arboles infectados (decretos de las Administraciones Autondmicas de
Murcia y Valencia en julio de 1988 y marzo de 1991, respectivamente). En total
entre 1991 y 2008 se han arrancado casi 2.400.000 arboles, lo que ha
supuesto un coste de mas de 32 millones de euros en indemnizaciones. Sin

embargo, pese a todo el esfuerzo realizado, la enfermedad sigue progresando.
1.3.3. Mejora genética para resistencia a PPV.

Teniendo en cuenta las gravisimas pérdidas de cosecha que este virus
origina en albaricoquero, la inexistencia de métodos de lucha eficaces, la
ausencia de variedades europeas resistentes y la falta de adaptaciéon a las
condiciones espafiolas de cultivo de las pocas variedades norte-americanas
resistentes, la Unica forma efectiva a largo plazo de lucha contra la sharka en

albaricoquero es la creacion de nuevas variedades que reunan los caracteres
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de resistencia al virus y una buena adaptacion agronomica y comercial. Con
este fin se iniciaron en Espafa sendos programas coordinados de mejora
genética de albaricoquero en 1991 y 1993, en el Centro de Edafologia y
Biologia Aplicada del Segura (CEBAS), en Murcia y en el Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA), en Moncada (Valencia) respectivamente,
basados en el cruzamiento entre variedades norte-americanas resistentes a
PPV y variedades autdctonas susceptibles (Egea et al. 1994; Badenes et al.
1996).

Auln siendo uno de los objetivos prioritarios de los programas de mejora
genética del albaricoquero a escala mundial, el control genético del caracter de
resistencia a PPV dista de estar completamente dilucidado habiendo generado
una gran controversia en los ultimos afos. Dosba et al. (1991 y 1992)
sugirieron que dos genes controlan este caracter y que la resistencia era
dominante. Mas tarde, Dicenta y Audergon (1998), realizaron un estudio de una
familia de polinizacion abierta de la variedad resistente ‘Stella’, en la que
encontraron que todas las plantulas eran resistentes. Se sugirid6 entonces que
la resistencia a sharka podria ser dominante y homocigota para este rasgo en
el cv ‘Stella’. Posteriormente, Dicenta et al. (2000) estudiaron 291
descendientes de 20 combinaciones entre progenitores susceptibles y
resistentes, y observaron que sus datos se adaptaban bastante bien a la
hipétesis de un gen dominante. Por el contrario, Moustafa et al. (2001) y Krska
et al. (2002), en el estudio de diferentes cruces de sus programas de mejora,
establecieron la hip6tesis de dos genes dominantes. Asimismo Guillet-
Bellanger y Audergon (2001) confirmaron el predominio de un alelo de
resistencia, postulando que al menos tres genes podrian estar involucrados.
Por ultimo, Hurtado et al. (2002) y Vilanova et al. (2003), en un estudio de
progenies de albaricoque, sugirieron de nuevo que la resistencia a PPV podria
estar controlada por dos genes. Mas recientemente, Dondini et al. (2004),
después de un estudio de RGAs (anélogos a genes de resistencia), también
sefalaron la naturaleza oligogénica de la resistencia a PPV en albaricoquero.
Segun lo expuesto, por Rubio et al. (2007) existen 4 posibles hipotesis acerca
de la resistencia a PPV: Hipdtesis A. resistencia dominante y controlada por
uno, dos o tres genes. Hipotesis B. resistencia recesiva y controlada por uno,
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dos o tres genes. Hipotesis C. resistencia controlada por dos genes
independientes, en uno la resistencia es recesiva, y en el otro dominante.
Hipotesis D. resistencia dominante y controlada por un gen. Segun sugieren
Rubio et al. (2007), la hip6tesis que mas se adapta a sus estudios es la
hipotesis D. El hecho de que se sefiale ademas que en los procedimientos
actuales de evaluacion se tiene un 25% de escapes (plantas susceptibles
clasificadas erroneamente como resistentes o viceversa) justificaria los
resultados contradictorios de otros autores (Audergon et al. 1995; Martinez-
Gbomez y Dicenta 1999; Martinez-Gomez et al. 2000; Moustafa et al. 2001,
Hurtado et al. 2002) como consecuencia de varios factores, como la
autenticidad de los genotipos analizados (cultivares y descendientes) o el
método aplicado. En este sentido, cabe destacar que el aislado, el método de
inoculacion, las condiciones ambientales y culturales y la definicibn de los

rasgos no han sido los mismos en todos los estudios.
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Resumen

RESUMEN

La resistencia a la enfermedad de la Sharka causada por Plum Pox
Virus (PPV) es uno de los objetivos prioritarios en la mejora del albaricoquero a
escala mundial. Los bioensayos para evaluar este caracter resultan muy
costosos lo que ha despertado el interés por el desarrollo de la seleccion
asistida. Sin embargo, este objetivo requiere cartografiar la resistencia a PPV
con cierta precision y, en este sentido, se hace necesaria una clasificacion
fenotipica mas detallada que la clasificacion binaria entre individuos resistentes
y susceptibles. En este trabajo, se han evaluado dos familias obtenidas a partir
de fuentes de resistencia a PPV distintas, una F, (‘Goldrich’ x ‘Currot’) y una F,
(‘Lito’ x ‘Lito’) en base a una anotacion de sintomas mas pormenorizada y RT-
PCR en tiempo real para incrementar la sensibilidad de la deteccién de PPV
tanto en hojas sintomaticas como asintomaticas. Frente a la clasificacion
binaria determinada por el protocolo tradicional, los resultados obtenidos segun
la nueva evaluacién sugieren que, una vez recopilados los datos del segundo
ciclo de observaciones, podria establecerse un numero discreto de clases
fenotipicas de susceptibilidad con cierta consistencia. En conjunto, se ha
mejorado la descripciéon fenotipica de la resistencia a PPV lo que podria ser de
gran ayuda en el estudio de su control genético y facilitar la seleccion asistida
en el futuro.

SUMMARY

The resistance to Plum Pox Virus (PPV), the causal agent of the Sharka
disease, is one of the main objectives in the apricot breeding programs
worldwide. Bioassays to evaluate the PPV resistance trait are very costly and
this has prompted the interest on the assisted selection development. However,
this objective requires the fine mapping of PPV resistance and for this purpose
it would be necessary a more detailed phenotypic classification than the binary
system with resistant/susceptible individuals. In this work, two mapping
populations obtained from different resistance sources, an F; (‘Goldrich’ x
‘Currot’) and an F, (‘Lito’ x ‘Lito’), have been evaluated on the basis of
symptoms and real-time RT-PCR to increase the sensitivity of the PPV
detection in symptomatic and asymptomatic leaves. When compared with the
usual classification into resistant or susceptible hybrids through the breeding
program protocol, the results obtained using this new evaluation suggest that,
once data corresponding to the second cycle are available, a discrete number
of phenotypic classes might be established consistently. As a whole, the
phenotypic description of the PPV resistance has been improved and this might
be helpful to study its genetic control and to facilitate assisted selection in the
future.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Muchos programas de mejora genética de albaricoquero tienen como
principal objetivo la introgresion de resistencia a la enfermedad de la Sharka
causada por Plum Pox Virus (PPV). Sin embargo, la evaluacion de la
resistencia a PPV es un cuello de botella que consume mucho tiempo y
requiere mucho espacio en el invernadero. Hasta ahora, en nuestro equipo la
evaluacion se realizaba mediante un bioensayo y se confirmaba la presencia
del virus realizando un analisis ELISA-DASI. No obstante, este procedimiento
s6lo permite distinguir entre plantas resistentes y susceptibles, aunque la
experiencia acumulada en la evaluacion de la resistencia indica que los niveles
de susceptibilidad / resistencia se distribuyen de forma mas compleja dentro de
las poblaciones segregantes. Una clasificacion mas especifica en clases
fenotipicas de susceptibilidad / resistencia puede contribuir a los estudios de
cartografiado del caracter destinado a desarrollar seleccion asistida por
marcadores moleculares mediante el correcto fenotipado de los recombinantes
analizados.

En este contexto, el objetivo que se plantea este trabajo consiste en
realizar un estudio mas detallado de la resistencia a PPV en dos
poblaciones segregantes de albaricoquero, mediante el mismo tipo de
bioensayo, pero mejorando la anotacion de sintomas y utilizando RT-PCR
en tiempo real, para incrementar la sensibilidad de deteccién de PPV en
hojas con y sin sintomas. Las ventajas y desventajas de este nuevo método
se discuten en base a la comparacién de los resultados obtenidos con aquellos

procedentes de la evaluacion tradicional en las mismas poblaciones.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MATERIAL VEGETAL.

El material utilizado consistié en dos familias de hibridos intraespecificos
de albaricoquero. En primer lugar una F1 procedente del cruce de ‘Goldrich’ x
‘Currot’, compuesta por 82 individuos, donde el donante de la resistencia, la
variedad norteamericana ‘Goldrich’, acta como madre y la variedad espafiola
‘Currot’ como parental masculino susceptible. En segundo lugar, una F2
procedente del cruce de ‘Lito’ x ‘Lito’, con 81 individuos. La variedad ‘Lito’
procede del cruce entre ‘Stark Early Orange’ (SEO) variedad norte-americana
donante de la resistencia a sharka y ‘Thyrintos’, variedad griega susceptible.

Estos hibridos intraespecificos obtenidos en afios anteriores pertenecen
al proyecto de mejora genética del albaricoquero, que se desarrolla en el IVIA,

y se encuentran situados en las parcelas de ensayo ubicadas en la

denominada Masia Marfil, en el término municipal de Museros (figura 9).

igura 9: Parcela de hibridos m'rr'aespecn Icos de albaricoquero en Wasia Marfil.

Como plantas indicadoras se han utilizado melocotoneros GF-305, los
cudles han sido obtenidos a partir de semillas que proceden de una plantacion
de arboles madre de GF-305, ubicados en una parcela de ensayos del IVIA.

Como fuente de inéculo se ha utilizado un aislado de PPV, cuya
procedencia originaria fueron los arboles de ciruelo japonés de la variedad Red

Beaut, infectados por dispersion natural del virus y cultivados en una parcela de
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la finca La Isla en L’Alcudia (Valencia) (aislado 3.3 RB Dideron) (Asensio 1996).
Este aislado se mantiene inoculado en unos albaricoqueros procedentes de
semilla en un abrigo de cuarentena, en condiciones de cultivo normales y

sometidos a un control periédico de la infeccion.

3.2. BIOENSAYO.

La metodologia utilizada es una modificacion de la descrita por
Audergon y Morvan (1990) y esta basada en el uso del melocotonero GF-305,
muy susceptible a PPV, como indicador de la enfermedad (Moustafa 2000).

El proceso de obtencién de los melocotoneros GF-305 es el siguiente:
las semillas una vez desprendidas de la cuticula que les recubre se desinfectan
por inmersién en una solucion de Benomilo al 0,1% (figura 10). Después se
procede a estratificarlas, colocandolas en bandejas de plastico en medio de
dos capas de papel humedo e introduciéndolas en una camara frigorifica

durante 25 dias a una temperatura de 5 °C.

Pasado este periodo de tiempo se procede a la siembra de las semillas;
esta operacion se efectla en unas bandejas de alvéolos (6 x 4 unidades)
(figura 11), utilizando un substrato comercial de mezcla de turba rubia y negra
con arena de caoli, en un porcentaje de 75% de sustrato y 25% de arena.
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Después se llenan los alvéolos con esta mezcla y se siembran las
semillas recubriéndolas con arena de caoli pera evitar la desecaciéon. Al cabo
de un periodo de unos doce dias en invernadero y en condiciones de humedad
y temperatura controladas las plantulas comienzan a emerger (figura 12) y se
mantienen en los alvéolos hasta que las plantas alcancen una altura de unos

25 6 30 cm, repicandose después a macetas de 3 litros de capacidad.
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Con el substrato anteriormente mencionado y mezclado con el mismo
porcentaje de arena (figura 13), se mantienen en condiciones Optimas de
cultivo dentro del invernadero durante unos 3 meses. Periédicamente se retiran
las brotaciones laterales para favorecer el engrosamiento del tronco principal,
hasta conseguir un diametro de tronco alrededor de 4 6 5 mm que se considera

el tamafio 6ptimo para injertar.

Figura 13: trasplantados a la maceta definitiva.

Con unos pocos dias de antelacion, se recogen de las parcelas de
ensayo donde se encuentran las plantas de las dos familias a evaluar (F1
‘Goldrich’ x ‘Currot’ y F2 ‘Lito’ x ‘Lito’), las varetas de donde se obtendran
yemas para injertar. Una vez recogidas las varetas, se eliminan todas las hojas
para evitar su transpiracion y automaticamente se etiguetan con el niumero del
individuo y el cruce al que pertenecen. Asi, debidamente etiquetadas, se
envuelven con papel humedo y se introducen en una bolsa de plastico,
almacenandose en nevera a una temperatura de unos 6 °C.

Una vez los melocotoneros GF-305 han llegado a un diametro de tronco
adecuado, (figura 14), se inoculan mediante injerto de material procedente de
albaricoqueros infectados con PPV (aislado 3.3 RB Dideron) (figura 15).
Simultaneamente se injertan las yemas que previamente se habian recogido y
guardado en nevera, dos yemas por pie en un total de 6 plantas por cada

individuo de cada familia (figura 16).
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igura 14: meses de edad.

Figura 16: Injerto de 2 yemas del hibrido por pie de GF - 305
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Una vez que estos han prendido, y pasados unos 25 dias desde el
injerto, se rebajan las plantas a una distancia de 10 cm del ultimo injerto (figura
17), se retira el plastico de sujecidén de los inéculos y de los injertos, y en el
lugar donde hemos efectuado el corte aplicamos una pintura plastica especial
para heridas de poda (mastic) que evitara la desecacion de la planta y la

entrada de hongos sapréfitos por la herida.

e

Figura 17: Rebajado de las plantas trascurridos 25 dias del injerto.

Después de realizar las operaciones anteriormente descritas, las plantas
se introducen en camaras frigorificas que se encuentran a una temperatura de
5 °C, durante un periodo de 2 meses a oscuras (figura 18). Este tratamiento de
frio simula un invierno artificial, que supone una parada vegetativa y que una

vez finalizado favorece la nueva brotacion.

amara trigoritica para tratamiento meses a
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Tras el tratamiento de frio las plantas se devuelven al invernadero,
donde las condiciones ambientales son las idoneas para el cultivo, y en un
periodo de dos a tres semanas brotan las yemas injertadas (figura 19).

@ . - _ .
igura 19: Vista general del invernadero con las nuevas brotaciones.

Cuando las brotaciones alcanzan un cierto tamafo, alrededor del los 5
cm, se empiezan a apreciar los primeros sintomas de sharka. Es entonces
cuando una vez por semana y durante un mes se realiza una revision de cada
una de las plantas para observar sintomas. Dentro del programa de mejora de
albaricoquero del IVIA estas observaciones han seguido habitualmente un
protocolo determinado. En primer lugar se valora si la planta ha sido o no
infectada, para ello se inspeccionan los brotes del GF-305 que rapidamente
muestra sintomas, y una vez se ha comprobado que la inoculacién se ha
producido correctamente se buscan sintomas en las hojas de los dos injertos
realizados, de las seis repeticiones por hibrido. Si las seis plantas
correspondientes a un hibrido estdn correctamente inoculadas y ninguna
muestra sintomas, éstas pasaran a un segundo ciclo en el cual se repite el
mismo procedimiento. Si no es asi y hay una o varias repeticiones que
presentan algun sintoma en hojas (figura 20) el hibrido se eliminard y se
anotard como susceptible. Las plantas que pasan a un segundo ciclo son de
nuevo evaluadas en busca de posibles sintomas, y es en este 2° ciclo cuando
aquellos hibridos que en sus 6 repeticiones no muestran sintomas se anotan

como resistentes.

26

SOLID CONVERTER PDF ) et neses pras e




Materiales y métodos

igura 20: Sintomas de sharka en hojas de albaricoquero.

Con el objetivo de ser mas exhaustivos en la observaciéon de sintomas e
intentar clasificar mejor los hibridos, en la realizacién de este trabajo se opt6
por una forma mas detallada de anotacion. En este segundo caso los datos de
sintomatologia se tomaron de la siguiente forma: para cada maceta se anoté el
nombre del hibrido injertado, los sintomas del GF-305 (con o sin sintomas) y
para cada injerto el niumero de hojas infectadas frente al total de hojas que

tenia el brote.

3.3. TEST SEROLOGICO.

El método serolégico utilizado para detectar PPV fue ELISA-DASI
(Double antibody sandwich Indirect) utilizando el anticuerpo policlonal R 0990B
(Real) y el monoclonal 5B-IVIA (Real).

La toma de muestras se realiz6 de la siguiente forma: se tomaron 12
hojas representativas de las 6 repeticiones de cada hibrido y se introdujeron en
bolsas de plastico. Como control positivo se utilizaron 12 hojas de la fuente de
in6culo y como control negativo 12 hojas de una planta no infectada

El test ELISA-DASI se realizé en los siguientes pasos:

1.- Tapizado o sensibilizacion de la placa.

Las placas para ELISA con 96 pocillos (Polysorp/Nunc) se tapizaron con 200 pi
por pocillo del anticuerpo policlonal de conejo anti-PPV R0990B (REAL), diluido
1:100 en tampon carbonato de recubrimiento o tapizado (1.59 g/l Na,CO3 2.93
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g/l NaHCO3; y 0.20 g/l NaN3z; pH 9.6) y se incubaron 4 h a 37 °C. Se destinaron
dos pocillos por placa para el testigo positivo y otros dos para el testigo
negativo. Cada muestra se analizd por duplicado.

2.- Preparacion y trituracion de la muestra.

Las hojas se cortaron con tijeras de podar lo mas finamente posible, se
introdujeron en tubos de ensayo de cristal de 25 ml, afiadiendo un tampdn de
extraccion [2 g/l Na-DIECA-3H,O y 20 g/l de PVP-10 y en Agua Fisiologica
Tamponada (AFT) (8 g/l NaCl, 0.20 g/l KH,POQO,, 1.44 g/l Na,HPO,42H,0, 0.20 g/l
KCl y 0.20 g/l NaN3, pH 7.2-7.4)] en una proporcion de 10-20 volimenes por
peso de muestra. A continuaciébn se trituraron utilizando un politrén
(Kinematica) hasta conseguir una mezcla homogénea, limpiando el eje del
mismo con agua destilada después de cada trituracion.

3.- Lavado.

Tras las cuatro horas del tapizado se elimind el anticuerpo policlonal y a
continuacion se lavo tres veces con tampén de lavado [AFT-Tween (0.50 ml/I
Tween 20, 500 ml/l de AFT, 500 ml/l de agua destilada y 0.20 g/l de NaN3)]
secando bien las placas.

4.- Adicion del antigeno.

Se afiadieron 190 ul de la muestra vegetal homogeneizada (antigeno) en cada
uno de los pocillos. Las puntas de la micro pipeta (1 ml) se cortaron para evitar
obstrucciones de material vegetal. Una vez afadida la muestra, la placa se
tap6 con un plastico adherente para impedir la evaporacion y se incub6 16 h a
4 °C.

5.-Lavado.

Se elimind el antigeno y se lavo tres veces con tampon de lavado, secando
bien las placas.

6.-Adicion del anticuerpo monoclonal especifico de PPV (5B-IVIA).

Se afnadieron 190 w por pocillo del anticuerpo monoclonal 5B-IVIA diluido
1:1000 en tampon AFT + 0.5% BSA (Bovine Serum Albumin); se tap6 con
plastico adherente y se incubé durante 2 h a 37 °C.

7.-Lavado.

Se elimin6 el anticuerpo monoclonal y se lavé tres veces con tampon de

lavado, secando bien las placas.
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8.-Adicion del anti-anticuerpo conjugado (immunoglobinas de cabra anti-raton,
marcadas con fosfatasa alcalina).

Se afiadieron 190 ul por pocillo del anti-anticuerpo diluido 1:1000 en agua
fisiol6gica tamponada (AFT) pH 7.2-7.4, se tap6 con plastico adherente y se
incubo durante 2 h a 37 °C.

9.-Lavado.

Se elimind el anti-anticuerpo conjugado y se lavo tres veces con tampén de
lavado, secando bien las placas.

10.- Adicion del substrato de la fosfatasa alcalina p-Nitrofenilfosfato

Finalmente se afiadieron 200 ul de una soluciéon tampdn de p-Nitrofenilfosfato
(Img/ml) (97 ml/l dietanolamina y 0.20 g/l NaN3; pH 9.8) en cada pocillo y se
incub6 a temperatura ambiente.

11.-Lectura de los resultados.

A continuacién se realizaron lecturas en un lector de placas ELISA (Titerktec
multieskan) a 405 nm al menos a los 15, 30 y 60 minutos. Se consideraron
positivos aquellos valores que superaban el doble de las lecturas de los

testigos negativos.

3.4. RT-PCR EN TIEMPO REAL.

Para la toma de muestras se utilizaron tubos eppendorf de 2 ml. con
cinco bolitas de vidrio, previamente pesados. Cada muestra recogida estaba
formada por tres discos de hoja y cada disco pertenecia a una hoja diferente.

Dependiendo de la parte de la planta y de los sintomas que mostraba el
muestreo se realiz6 de la siguiente forma:

1 Patron GF-305. Se tomd6 una muestra (con sintomas si los habia)

2 Injerto sin sintomas: se tomaron discos de al menos un 30% de las
hojas. Menos de seis hojas: una muestra. Entre seis y 23 hojas: dos muestras.
Entre 23 y 30 hojas: tres muestras. Mas de cuarenta: cuatro muestras. En los
injertos con sintomas se dividieron las muestras en dos bloques, hojas con y
sin sintomas siguiendo la pauta anterior. Por ejemplo, en un brote de seis hojas
con sintomas y de 24 hojas sin sintomas se tomarian dos muestras de hojas

con sintomas y tres muestras de hojas sin sintomas.
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Un vez recogidas las muestras se pesaron de nuevo los tubos para
conocer el peso de las muestras y se congelaron con N, liquido, guardandose
a —80°C hasta el momento de realizar la RT-PCR en tiempo real.

La extraccion del ARN viral se realizé triturando las muestras con el
equipo Tyssuelyser (Qiagen) durante 30 segundos dos veces consecutivas a
una frecuencia de 30 oscilaciones por segundo. Una vez triturada, la muestra
se diluyd a razén de 10 volumes por peso de hoja de tampdn de extraccion (2
g/l Na-DIECA:3H,0 y 20 g/l PVP-10 en AFT pH 7.2-7.4). Estas muestras se
diluyeron de nuevo 1:20 en tampdn de extraccion en placa de 96 pocillos
dejando 3 pocillos para positivos, que contenian 2.4 pl de 10% 10* y 10°
particulas de PPV (puntos de la curva con concentraciéon conocida), 3 para
negativos (con extracto de una muestra negativa que siguié el mismo proceso)
y 3 para blancos que contenian agua.

Siguiendo basicamente el protocolo descrito por Olmos et al. (2005) la
reaccion de RT-PCR en tiempo real se realiz6 utilizando el kit TagMan One-
Step RT-PCR Master Mix reagents Kit (Applied Biosystems) y sus
componentes fueron: H,0 2.70 ul, cebador P316D (100 uM) (5’-GAT TAA CAT
CAC CAG CGG TGT G-3’) 0.12 ul, cebador P241 (100 uM) (5-CGT TTA TTT
GGC TTG GAT GGA A-3) 0.12 pl, sonda TagMan con marcaje FAM-TAMRA (6
uM) (5-CGT CGG AAC ACA AGA AGA GGA CAC AGA-3) 0.36 ul, 40 x RT
/RNase inhibitor mix 0.30 pl, 2 x PCR Master Mix 6.00 ul y muestra (extracto)
(1:200) 2.40 pl, hasta alcanzar un volumen final de 12 pl.

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador tipo Step One Plus Real
Time RT-PCR (Applied Biosystems) con el siguiente programa: una primera
fase de 15 minutos a 45 °C, una segunda de 10 minutos a 95 °C y finalmente
45 ciclos con dos segmentos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C cada

uno.
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4. RESULTADOS.

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados de la evaluacion de la
resistencia a sharka en dos poblaciones, una F, (‘Lito’ x ‘Lito’) y una F;
(‘Goldrich’ x ‘Currot’), mediante dos evaluaciones realizadas de forma
independiente y diferidas en el tiempo.

En la primera evaluacién se siguid el procedimiento habitual en el
programa de mejora genética de albaricoquero combinando la clasificacion
mediante sintomas visuales, en resistentes (-) y susceptibles (+), con el analisis
ELISA-DASI tras cada uno de los dos ciclos de frio del bioensayo. En la
segunda evaluacion se realizé una clasificacion en base a sintomas visuales,
contando el nimero de hojas infectadas sobre el total de hojas inspeccionadas,
y a su vez se determind la presencia del virus mediante RT-PCR en tiempo real
tras el primer ciclo del bioensayo.

En la clasificacion realizada segun la primera evaluacion, si tras el
primer ciclo de frio un individuo presenta sintomas visuales positivos y el
resultado del ELISA-DASI es positivo, 0 bien presenta sintomas visuales
negativos pero el test ELISA-DASI resulta positivo, el individuo se considera
susceptible (+) y no se evalla después del segundo ciclo de frio (n.e.). Por el
contrario, si presenta sintomas positivos pero ELISA-DASI negativo, se repite la
evaluacion tras el segundo ciclo de frio para confirmar el resultado. Sélo en el
caso de que presente resultados negativos en ambos analisis, tras el segundo
ciclo de frio, es considerado finalmente resistente (-) (Tabla 1).

De forma similar, y a falta de obtener los resultados correspondientes al
segundo ciclo de frio, en la segunda evaluacion solo los individuos que no
presentaron ningun sintoma visual ni amplificaron ARN viral en ninguna de
todas sus muestras analizadas por RT-PCR se clasificaron como resistentes.
En cualquiera de los otros casos, si tenian sintomas en hojas y/o resultaban
positivos por RT-PCR en alguna de sus muestras, se consideraban, en
principio, susceptibles (en términos de una clasificacion binaria).

Cabe destacar que, tanto para la primera como para la segunda

evaluacion, solo se consideraron aquellos hibridos injertados sobre patrones
32

SOLID CONVERTER PDF > b s nesas utes te



Resultados

GF-305 con sintomas de PPV donde, por tanto, la inoculacion habia
funcionado. Desafortunadamente, en la segunda evaluacion una parte
significativa de los hibridos de ‘Lito’ x ‘Lito’ (16 n.e.) y ‘Goldrich’ x ‘Currot’ (15
n.e.) no pudo ser inspeccionada porque o no brotd ninguno de sus injertos o se
secaron posteriormente (Tablas 1 y 2). Aquellos hibridos en los que si se
tomaron datos disponian de al menos 2 brotes en mas del 90% de los casos.
Los resultados de RT-PCR en tiempo real de la segunda evaluacién
corresponden al numero de reacciones de amplificacion positivas sobre
muestras asintomaticas e indican el grado de extension de la infeccion mas alla
de los sintomas apreciados (Tablas 1 y 2). En este sentido, hay que sefalar
gue se consideraban negativas aquellas amplificaciones que el termociclador
Step One Plus (Applied Biosystems) marcaba como “undetermined” y aquellas
que se producian por encima de ciclo 35 (generalmente con menos de 10
particulas virales) y que podrian deberse a contaminaciones.

El grado de coincidencia entre los resultados de la primera y la segunda
evaluacion varia segun la poblacion analizada siendo en general mas
consistente en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ (71% de coincidencia) que en ‘Lito’ x ‘Lito’
(52% de coincidencia). En ‘Lito’ x ‘Lito’ 25 hibridos resultaron resistentes (color
verde) y 9 susceptibles (color rojo) segun ambas evaluaciones, 16 no pudieron
ser evaluados (n.e.) y 31 variaron su clasificacién (color amarillo). En ‘Goldrich’
X ‘Currot’, 3 fueron resistentes y 45 susceptibles en ambas evaluaciones, 15 no
pudieron ser evaluados (n.e.) y 19 variaron su clasificacion. En ambas
poblaciones las reclasificaciones corresponden tanto a hibridos considerados
resistentes en la primera evaluacién y susceptibles en la segunda (14 ‘LxL’'y 16
‘GxCu’) como al suceso contrario (17 ‘LxL’ y 3 ‘GxCu’). Es destacable que
muchos de los hibridos encuadrados en el primer caso presentaron sintomas
escasos en la segunda evaluacion (menos del 10% de las hojas) y que algunos
del segundo caso disponian de muy pocas hojas en la segunda evaluacién. De
cualquier forma la clasificacion definitiva debera esperar a los resultados de la

evaluacion tras el segundo ciclo de frio.
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Tabla 1: Fenotipos de resistencia a sharka observados en la familia F, ‘Lito’ x 'Lito’
tras dos bioensayos distintos mediante la combinacion de sintomas visuales (+/-) y
ELISA-DASI (primera evaluacion) 6 sintomas visuales (%) y RT-PCR en tiempo real

(segunda evaluacion).

PRIMERA EVALUACION SEGUNDA EVALUACION
1° Ciclo de Frio | 2° Ciclo de Frio 1° Ciclo de Frio
N° Hibrido|Sint Visual |ELISA|Sint Visual [ELISA| Sint Visual (% S.V.|PCR+|% PCR+

1 - - - - 1/56° 2°¢ 1/6 ¢ 17 °©
2 - - - - 0/12 0 0/2 0
3 - - - - 0/72 0 0/9 0
4 T + ne.? 33/112 29 7/9 78
5 = + n.e. 0/107 0 0/12 0
6 + + n.e. 10/100 10 2/13 15
7 = + n.e. 0/85 0 0/10 0
8 + 5 = - 32/120 4 0/11 0
9 - - - - 0/29 0 0/3 0
10 + = - - 0/83 0 1/10 10
11 + + n.e. 9/45 20 1/6 17
12 - - - - n.e.

13 S + n.e. 0/64 0 0/7 0
14 S + n.e. 0/7 0 0/2 0
15 + + n.e. 0/59 0 0/6 0
16 - + n.e. 1/85 2 0/8 0
17 s s n.e. n.e.

18 + - - - 0/66 0 0/11 0
19 + + n.e. 26/43 60 3/3 100
20 - - - - 0/6 0 0/2 0
21 - + n.e. 0/10 0 0/2 0
22 + = = - 53/153 35 0/15 0
23 + + n.e. 0/131 0 0/16 0
24 - - - - n.e.

25 + 5 = - 3/24 12 0/2 0
26 - n.e. 7172 10 o/7 0
27 - - - - 5/67 8 0/9 0
28 - - - - 3/35 9 0/3 0
29 - - - - 4/ 59 7 0/6 0
30 - - - - 0/105 0 0/12 0
31 - - - - 0/6 0 0/2 0
32 - + n.e. o/77 0 0/6 0
33 - - - - 0/26 0 0/3 0
34 - - - - 15/32 45 0/3 0
35 - - - - 1/71 1 0/3 0
36 - - - - 2132 6 0/3 0
37 + + n.e. 0/50 0 0/5 0
38 - - - - 30/72 42 0/6 0
39 - - - - 0/61 0 0/12 0
40 - - - - 0/14 0 0/2 0
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PRIMERA EVALUACION SEGUNDA EVALUACION
1° Ciclo de Frio | 2° Ciclo de Frio 1° Ciclo de Frio
N° Hibrido|Sint Visual |ELISA|Sint Visual [ELISA| Sint Visual [% S.V.|PCR+|% PCR+

41 - - - - 0/163 0 0/20 0
42 - - - - 0/8 0 0/2 0
43 - - - - 3/22 14 0/2 0
44 - - - - n.e.

45 + + n.e. 0/57 0 0/8 0
46 s s n.e. n.e.

47 s s n.e. n.e.

48 - - - - 0/29 0 0/3 0
49 - - - - 0/16 0 0/2 0
50 - - s s n.e.

51 - - - - n.e.

52 - - - - n.e.

53 - - s s n.e.

54 - - - - 0/38 0 0/4 0
55 - - - - 0/6 0 0/2 0
56 - - - - 0/6 0 0/2 0
57 + + n.e. 0/29 0 0/2 0
58 - + n.e. 0/19 0 0/2 0
59 - - - - n.e.

60 - - - - n.e.

61 - - - - 0/25 0 0/6 0
62 - - + + 0/41 0 0/8 0
63 - - - - n.e.

64 - - - - 0/89 0 0/12 0
65 - - - - 0/49 0 0/10 0
66 + + n.e. 21/24 87 0/1 0
67 + + n.e. n.e.

68 - - - - 0/11 0 0/2 0
69 + - = - 5/107 5 0/9 0
70 - - - - n.e.

71 - - - - n.e.

72 - - + + 0/54 0 0/4 0
73 - - - - 0/87 0 1/11 9
74 - - - - 0/59 0 0/7 0
75 - - - - 0/18 0 0/4 0
76 5 + n.e. 0/50 0 0/9 0
77 + + n.e. 0/55 0 0/8 0
78 + + n.e. 58/71 82 2/2 100
79 - + n.e. 25/105 24 0/10 0
80 - - - - 0/86 0 0/12 0
81 - - - - 0/111 0 0/14 0

n.e. no evaluado

n° hojas infectadas / total hojas evaluadas

columna anterior (°) expresada en porcentaje

n°® PCRs positivas / n° PCRs realizadas sobre muestras asintomaticas
columna anterior (“) expresada en porcentaje

D o O T o
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Tabla 2: Fenotipos de resistencia a sharka observados en la familia F; ‘Goldrich’ x
‘Currot’ tras dos bioensayos distintos mediante la combinacion de sintomas visuales
(+/-) y ELISA-DAST (primera evaluacion) 6 sintomas visuales (%) y RT-PCR en tiempo

real (segunda evaluacion).

PRIMERA EVALUACION SEGUNDA EVALUACION
1° Ciclo de Frio | 2° Ciclo de Frio 1° Ciclo de Frio
N° Hibrido|Sint Visual |ELISA[Sint Visual |ELISA| Sint Visual |% S.V.|PCR+|% PCR+

1 + + n.e.? 26/119° 22° |7/12° 58 ©
2 - - + + n.e.

3 - = + + 0/57 0 2[7 29
4 - - - - 16/43 37 1/4 25
5 + + n.e. 3/194 1 3/21 14
6 s + n.e. n.e.

7 - = + + 50/129 39 5/10 50
8 - = + + 75/196 38 |[11/15 73
9 - + + 10/69 14 2/7 29
10 - - + + 23/101 23 5/10 50
11 - - - - 1/48 2 2/2 100
12 + + n.e 150/184 81 5/7 71
13 - - - - n.e.

14 - + + 26/197 13 3/18 17
15 + + n.e. 13/94 14 2/9 22
16 - - - - 7/93 7 7/13 54
17 + + n.e. 47/62 76 2/3 67
18 - + + + 63/116 54 217 29
19 - = + + 49/162 30 |12/14 86
20 n.e. n.e. n.e.

21 - - - - 24/262 9 3/7 43
22 + + n.e. n.e.

23 + + n.e. 101/122 83 3/6 50
24 - - - - 0/117 0 0/15 0
25 + + n.e. 39/120 32 5/9 56
26 + + n.e. 35/94 37 3/6 50
27 - - - - 20/130 15 2/13 15
28 + + n.e. 11/133 8 0/10 0
29 - + = + n.e.

30 - - - - 6/93 6 1/9 11
31 + + n.e. 6/145 4 1/14 7
32 - - - - 2/83 2 0/4 0
33 - = + + 2147 4 0/2 0
34 - - + + 23/44 52 2/4 50
35 - - - - n.e.

36 - - - - 0/46 0 0/6 0
37 4 + n.e. n.e.

38 - - - - n.e.

39 - - - - 1/68 1 1/9 11
40 - - - - 12/136 9 7117 41
41 - - + + 1/210 0,5 2/23 9
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PRIMERA EVALUACION SEGUNDA EVALUACION
1° Ciclo de Frio | 2° Ciclo de Frio 1° Ciclo de Frio
N° Hibrido|Sint Visual |ELISA|Sint Visual [ELISA| Sint Visual (% S.V.|PCR+|% PCR+

42 - - - - 3/154 2 0/18 0
43 - + 5 + 44/145 30 5/6 83
44 + + n,e, 89/137 65 7/9 78
45 - - + + n.e.

46 - + + + 28/115 24 0/11 0
47 + + n,e, 43/118 36 5/8 63
48 + + n,e, 34/75 45 1/5 20
49 + + n,e, 45/71 63 5/6 83
50 - - + + 76/196 39 3/9 33
51 - - - - 10/109 9 2/9 22
52 + + n,e, 15/58 26 3/5 60
53 + + n,e, 13/196 7 3/3 100
54 - + + + 29/77 38 517 71
55 n.e. n,e, n.e.

56 - - - - 6/141 4 1/6 17
57 - - - - 12/106 11 4/11 36
58 - - + + 42/79 53 717 100
59 - + + + n.e.

60 + + n,e, 29/178 16 4/12 33
61 - - + + 26/60 43 2/4 50
62 + + 33/149 22 8/16 50
63 - + + + 3/65 5 0/2 0
64 + + n,e, 0/99 0 0/14 0
65 + + 11/90 12 4/4 100
66 - - + + 3/57 5 3/7 43
67 - - + + 0/76 0 0/4 0
68 - - + + 14/95 15 3/10 30
69 - + + + 66/106 62 517 71
70 - - - - 0/42 0 0/3 0
71 - - + + 0/34 0 1/5 20
72 - + + + n.e.

73 - - - - n.e.

74 - - + + 35/125 28 7/10 70
75 + + n,e, 66/100 66 3/6 50
76 + + n,e, 107/225 47 7/16 44
77 s s n,e, n.e.

78 - - - - 8/62 13 1/6 17
79 - - + + 76/105 72 5/5 100
80 + + n,e, 1/105 1 0/9 0
81 - - + + 4/43 9 2/3 67
82 + + n,e, 0/42 0 0/5 0

n.e. no evaluado

n° hojas infectadas / total hojas evaluadas

columna anterior (°) expresada en porcentaje

n°® PCRs positivas / n° PCRs realizadas sobre muestras asintomaticas
columna anterior (“) expresada en porcentaje

T o O T o
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En la figura 21 se aprecia el conjunto de los resultados de la primera
evaluacion tras los dos ciclos de frio en la poblacion ‘Lito’ x ‘Lito’. En el primer
ciclo se observan ligeras diferencias entre las clasificaciones obtenidas
mediante sintomas visuales y ELISA-DASI, debido a que algunas plantas
asintométicas (11) resultaron positivas para el test ELISA-DASI y otras
sintoméaticas dieron un ELISA-DASI negativo (6). En el segundo ciclo de frio
s6lo se reevaluaron 53 de los 81 hibridos iniciales y todos ellos resultaron
coincidentes seguin ambos métodos. En 5 casos se habian observado sintomas
positivos en el primer ciclo que se confirmaron por ELISA-DASI y todos ellos
resultaron negativos en el segundo ciclo, y en 4 casos los sintomas sélo
aparecieron en el segundo ciclo siendo todos positivos por ELISA-DASI, los 44
restantes fueron negativos en ambos casos.

En la figura 22 se observan los resultados para la familia ‘Goldrich’ x
‘Currot’. De nuevo en el primer ciclo de frio se observaron claras discrepancias
en las clasificaciones obtenidas mediante sintomas visuales y ELISA-DASI,
debido a que 11 hibridos que no mostraron sintomas fueron positivos en el test
ELISA-DASI. Estos 11 individuos fueron reevaluados y confirmados en el
segundo ciclo de frio (2 sélo por ELISA-DASI). Ademas, 28 hibridos positivos
por ambos métodos en el primer ciclo no fueron reevaluados en el segundo y
otros 20 negativos para los dos analisis tras el primer ciclo resultaron positivos
en ambos tras el segundo ciclo. De los 23 restantes, 2 no fueron evaluados y
21 fueron negativos por ambos métodos tras los dos ciclos de frio.

En conjunto, tras el segundo ciclo de frio de esta primera evaluacion y
combinando ambos métodos de analisis en la familia ‘Lito’ x ‘Lito’ 31 hibridos
se clasificaron como susceptibles (38%) y 50 como resistentes (62%). En
‘Goldrich’ x ‘Currot’ 59 se clasificaron como susceptibles (74%), 21 como

resistentes (26%) y 2 no se evaluaron (n.e.) (figuras 21y 22).
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FAMILIALITO XLITO
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PRIMERA EVALUACION

Figura 21: Clasificacion de los individuos de la poblacion ‘Lito’ x ‘Lito’ en base a la
presencia/ausencia de sintomas visuales de PPV y al resultado del andlisis ELISA-

DASI tras cada uno de los dos ciclos de frio en la primera evaluacion.

FAMILIA GOLDRICH X CURROT
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Sin.Visuales ELISA Sin.Visuales ELISA
1°CICLO FRIO 20CICLO FRIO

PRIMERA EVALUACION

Figura 22: Clasificacion de los individuos de la poblacion ‘Goldrich’ x 'Currot’ en base a
la presencia/ausencia de sintomas visuales de PPV y al resultado del andlisis ELISA-

DASI tras cada uno de los dos ciclos de frio en la primera evaluacion.
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En la figuras 23 y 24 se observa la clasificacion de los individuos en
funcién de los sintomas observados y anotados tras el primer ciclo de frio de la
segunda evaluacion. Tal como ocurrié en la primera evaluacion la poblacion
‘Lito’ x 'Lito’ mostré un mayor numero de individuos resistentes. El 66% de los
hibridos inspeccionados (43) en esta familia no mostré ningln sintoma en
hojas, sin embargo, esto sélo ocurrié en el 12% de los hibridos (7) de la
poblacibn de ‘Goldrich’ x ‘Currot’. En lineas generales, aunque no
completamente coincidentes, los resultados derivados de la observacion de
sintomas en la segunda evaluacién se asemejan a los obtenidos en la primera.

En relacién con la segunda evaluacion cabe destacar fundamentalmente
la enorme variabilidad observada en el porcentaje de hojas sintomaticas entre
los hibridos susceptibles de cada familia. En ‘Lito’ x 'Lito’ desde el 1 al 87 % de
hojas afectadas y en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ desde 1 al 83%. En términos
absolutos, y a modo de ejemplo, en ‘Lito’ x 'Lito’ se puede sefialar el hibrido n°®
16 donde se observaron sintomas en una sola hoja de 85 inspeccionadas o en
el extremo opuesto el n°® 78 que presentd sintomas en 58 de 71 hojas

evaluadas (Tabla 1).

FAMILIALITO X LITO

50
45
40
35
30
25
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15
10

43

n° Individuos

10 9

0 >0-10 10-50 >50

% Hojas con sintomas

Figura 23: Clasificacion de los individuos de la poblacion ‘Lito’ x 'Lito’ en base al % de
hojas con sintomas sobre el total inspeccionado en cada hibrido tras el primer ciclo de

frio de la segunda evaluacion.
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De forma similar, en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ el hibrido n°® 68 mostré sintomas
en 1 de 68 hojas analizadas y el n° 23 en 101 de 122 (Tabla 2).

Este conjunto de datos se agruparon de forma arbitraria en 3 clases
discretas relativamente homogéneas que comprendian hibridos con
porcentajes de hojas sintoméaticas de 0 a 10, de 10 a 50 y mayores de 50 con
el fin de poder comparar su distribucion méas facilmente (figuras 23 y 24). De
ello se concluye que no sélo el porcentaje de resistentes es menor en ‘Goldrich’
X ‘Currot’ sino que ademas los susceptibles presentan en promedio un mayor
porcentaje de hojas sintomaticas (55% >10% en ‘Lito’ x 'Lito’ frente al 66% en
‘Goldrich’ x ‘Currot’).

FAMILIA GOLDRICH X CURROT
30 28
25
20
n 20
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e
s 15
E 10
T 10 7
5
0 T T T
0 >0-10 10 - 50 >50
% Hojas con sintomas

Figura 24: Clasificacion de los individuos de la poblacion 'Goldrich’ x ‘Currot’ en base
al % de hojas con sintomas sobre el total inspeccionado en cada hibrido tras el primer

ciclo de frio de la segunda evaluacion.

Por dltimo, se evalu6 el porcentaje de RT-PCRs positivas sobre el total
de muestras asintométicas analizadas en las clases discretas previamente
establecidas en base al porcentaje de hojas sintomaticas. En ‘Lito’ x ‘Lito’
menos del 1% de estas RT-PCRs realizadas en hibridos asintomaticos

resultaron positivas, en aquellos que presentaban hasta un 10% de hojas con
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sintomas se observd un 2.5% de RT-PCRs positivas, en la clase que
comprendia entre el 10 y el 50% de hojas sintomaticas el porcentaje de RT-
PCRs positivas ascendio al 15.1%, y de ahi paso6 a un 83.3% cuando se trataba

de hibridos con mas de un 50% de hojas sintomaticas (figura 25).

FAMILIALITO X LITO
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Clases discretas segun %de hojas con sintomas

Figura 25: Porcentaje de RT-PCRs positivas sobre el total de muestras asintomaticas
analizadas en el conjunto de hibridos agrupados en cada clase discreta establecida

segln el % de hojas sintomdticas en ‘Lito’ x ‘Lito'.

Analogamente, en la familia ‘Goldrich’ x ‘Currot’ para estas mismas
clases discretas se obtuvieron porcentajes de RT-PCRs positivas del 3.6%, el
19.1%, el 43.3% y el 68.6% respectivamente (figura 26).

En ambas poblaciones se aprecia que el porcentaje de RT-PCRs
positivas sobre muestras asintomaticas crece conforme aumenta el porcentaje
de sintomas de los hibridos (figuras 25 y 26). Ademas, en la misma linea de lo
afirmado anteriormente en referencia a los sintoma visuales, aunque los datos
porcentuales enmascaren hasta cierto punto este resultado, se han detectado

en conjunto un mayor numero de RT-PCRs positivas sobre muestras
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asintomaticas en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ (204 de 526, un 39%) que en ‘Lito’ x ‘Lito’
(s6lo 16 de 139, un 12%) en los hibridos con sintomas y también en los
asintomaticos (3 de 57, un 5% en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ frente a 2 de 286, menos
del 1% en ‘Lito’ x ‘Lito’) (Tablas 1y 2).

FAMILIAGOLDRICH X CURROT
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<
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o

Clases discretas segun %de hojas con sintomas

Figura 26: Porcentaje de RT-PCRs positivas sobre el total de muestras asintomaticas
analizadas en el conjunto de hibridos agrupados en cada clase discreta establecida

segln el % de hojas sintomaticas en 'Goldrich’ x 'Currot’.

Salvo excepciones, que probablemente puedan atribuirse a fallos en la
reaccion, la gran mayoria de las RT-PCRs en muestras sintomaticas resultaron
positivas (> 95%). También de forma general, puede indicarse que el nimero
de particulas virales detectadas en muestras sintomaticas frente a las
asintomaticas era entre 1 y 2 6érdenes de magnitud mayor. En este sentido hay
gue seialar que por diversos motivos una parte significativa de las muestras
tuvo que ser procesada a partir de improntas en papel hechas como reserva en
lugar de utilizar los extractos inicialmente previstos. Esto ha supuesto que el

namero de particulas virales detectadas no pueda ser comparado entre todos
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los casos ya que las amplificaciones a partir de improntas son 1 6 2 6rdenes de
magnitud menores. Tan s6lo a modo de ejemplo, y para ilustrar el caso
anterior, podemos indicar que en el hibrido n° 4 de ‘Lito’ x ‘Lito’ se realizaron 9
RT-PCRs sobre muestras asintomaticas que detectaron un promedio de 32.627
particulas virales y 10 sobre muestras sintomaticas que detectaron un
promedio de 541.655 particulas virales (todas ellas realizadas a partir de
extractos).

- 4
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5. DISCUSION.

La enfermedad de la sharka, causada por el Plum Pox Virus (PPV), es
uno de los factores mas limitantes para el cultivo de frutales de hueso,
particularmente para el albaricoquero (Prunus armeniaca L.). En casi todos los
programas de mejora genética del albaricoquero de Europa y América del
Norte, se incluye la resistencia a PPV como uno de sus principales objetivos
(Bassi y Audergon 2006). Sin embargo, los bioensayos usados habitualmente
para evaluar la resistencia a PPV en poblaciones segregantes requieren una
gran inversién en tiempo y espacio. Por otro lado, sus resultados no siempre
son concluyentes al estar muy influenciados por las condiciones
medioambientales (Decroocq et al. 2005), lo que explica en gran medida las
discrepancias que en los ultimos afios han surgido en torno al control genético
de la resistencia a PPV (Rubio et al. 2007).

Estas razones han impulsado el interés de los diferentes programas de
mejora en el desarrollo de la seleccion asistida por marcadores con el fin de
evitar el costoso proceso de evaluacion del caracter. No obstante, para lograr
este objetivo es esencial fenotipar adecuadamente la resistencia como requisito
previo indispensable en la realizacion de un cartografiado de cierta precision
(Soriano et al. 2008). Esta caracterizacion serd, ademas, de gran ayuda en el
establecimiento de un modelo de control genético consistente. En este sentido
es importante resaltar que hasta el momento la mayor parte de los trabajos
realizados en albaricoquero (Prunus armeniaca L.) solo han permitido clasificar
los hibridos y variedades estudiados en resistentes y susceptibles, si bien con
ciertas matizaciones en algunos casos (Martinez-Gomez et al. 2000). Un
intento mas sistematico de fenotipado fue llevado a cabo por Decroocq et al.
(2005), pero en un cruce interespecifico Prunus persica x Prunus davidiana,
mediante el uso de una escala basada en la intensidad de los sintomas en las
hojas y la extensidén de los mismos por toda la planta para clasificar los hibridos
en 5 clases. En albaricoquero, pese a que habitualmente se recurre a la
clasificacion binaria (susceptible/resistentes), existen numerosas evidencias
que seflalan una gran variabilidad en la respuesta frente al virus dependiente
de genotipo. Estas evidencias tienen origenes distintos. Por un lado la

experiencia acumulada en la observacion de diferencias en el comportamiento
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de las variedades cultivadas en areas de difusion natural del patégeno. Por
otro, los resultados de la evaluacion de poblaciones segregantes en los
programas de mejora mediante la realizacion de bioensayos, o los andlisis
genéticos mas dirigidos como el llevado a cabo por Dicenta y Audergon (1998)
donde se sugiere, por ejemplo, que el cultivar ‘Stella’ es inmune a PPV.
Finalmente, los estudios de interaccién planta-patbgeno también parecen
sefalar comportamientos diferenciados. Por ejemplo, lon-Nagy et al. (2006)
detectaron PPV después de inoculaciones, usando fluorescencia
estereomicroscoépica, hibridacion in situ y deteccion inmunoldgica en cultivares
de albaricoquero clasificados como susceptibles y resistentes. Sin embargo, las
infecciones en hojas diferian en la localizacién y la extension entre y dentro de
las dos clases fenotipicas. Los autores sugieren gue diferencias en la eficiencia
de replicacion o el movimiento del virus podrian explicar dichos fenotipos.

En este trabajo se ha tratado de mejorar los resultados obtenidos en las
evaluaciones rutinarias del programa de mejora de albaricoquero del IVIA,
realizando una anotacién de sintomas mas detallada (hoja por hoja) y utilizando
RT-PCR en tiempo real para incrementar la sensibilidad de la deteccion de
PPV en hojas sintomaticas y asintomaticas. Este intento en modo alguno
invalida la seleccion realizada hasta ahora dentro del programa, la cual se ha
mostrado realmente eficaz, tan sélo pretende ser de ayuda para establecer las
bases de una futura seleccién asistida. Para validar este sistema se han
comparado los resultados obtenidos en la determinacion de la resistencia a
sharka en dos poblaciones, una F, (‘Lito’ x ‘Lito’) y una F; (‘Goldrich’ x ‘Currot’),
mediante dos evaluaciones, una con el nuevo método y otra con el
procedimiento habitual en el programa de mejora de albaricoquero combinando
la clasificacion mediante sintomas visuales, en resistentes y susceptibles, con
el analisis ELISA-DASI tras cada uno de los dos ciclos de frio del bioensayo.

El grado de coincidencia entre los resultados de la primera y la segunda
evaluacion varia segun la poblacion analizada (71% en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ y
52% en ‘Lito’ x ‘Lito’) pero en general es bastante alto. Las incongruencias
entre ambas evaluaciones pueden tener distintas explicaciones. Por ejemplo,
existen numerosos casos en que los hibridos fueron considerados resistentes
en la primera evaluaciéon y los sintomas observados en la segunda son muy
pocos. Esto podria indicar que las condiciones medioambientales en la
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segunda evaluacion podrian haber favorecido la infeccion, haciendo que ciertos
hibridos poco susceptibles acabaran mostrando algunos sintomas. En otros
casos simplemente se dispone de poca informacién (pocas hojas o datos del
segundo ciclo) como para confirmar una reclasificacion. Por tanto, en este
sentido, es factible sugerir que el bioensayo como fuente de datos para la
clasificacion fenotipica, aun con limitaciones como ya se ha dicho, es bastante
robusto. De hecho, las segregaciones que finalmente se obtiene en ambas
poblaciones estudiadas segun los dos métodos son ciertamente similares. En
‘Lito’ x ‘Lito’ segun la primera evaluacion 62% resistentes vs. 38% susceptibles
y en la segunda 66% vs. 34%, mientras que en ‘Goldrich’ x ‘Currot’ 74% vs.
26% en la primera y 88% vs. 12% en la segunda. Estos datos, asi como los
procedentes de RT-PCR en tiempo real, vienen a corroborar el diferente
comportamiento de las dos fuentes de resistencia utilizadas frente a PPV segun
todas las observaciones previas (Martinez-Gomez et al. 2000; lon-Nagy et al.
2006), siendo ‘Lito’ mas resistente que ‘Goldrich’.

La enorme variabilidad observada, en el porcentaje de hojas
sintomaticas entre los hibridos susceptibles de ambas familias, apoya las
evidencias que ya se tenian en este sentido. Segun esta primera impresion, es
evidente que el andlisis pormenorizado del niumero de hojas sintométicas
proporciona una informacién que quedaba oculta en las evaluaciones rutinarias
del programa y que puede resultar muy util para los fines ya descritos
anteriormente. De manera preliminar se han agrupado estos hibridos en 3
clases fenotipicas con cierta homogeneidad pero seria necesario disponer de
un conjunto de datos mayor para establecer una clasificacibn mas consistente.
Habria, por tanto, que determinar que parte de esta variabilidad obedece a
causas genéticas y que parte a causas medioambientales. En cualquier caso,
este resultado sugiere que aunque el control genético del caracter pueda
deberse a uno o dos genes, en su expresion fenotipica podrian intervenir otros
mas.

La evaluacion mediante RT-PCR en tiempo real se ha mostrado muy
eficaz en la deteccidn del virus en muestras asintomaticas (hasta un 39% en
‘Goldrich’ x ‘Currot’ y un 12% en ‘Lito’ x ‘Lito’). Aunque en principio parece
haber sido ligeramente mas sensible en este ensayo, resulta dificil establecer
comparaciones significativas con los resultados cualitativos de ELISA-DASI sin
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haber analizado exactamente las mismas muestras. El verdadero potencial de
esta técnica reside en el andlisis cuantitativo (relativo o absoluto) de la
presencia del virus, algo que desafortunadamente no se ha podido llevar a
cabo por completo en este trabajo por los motivos ya resefiados. Cabe esperar
que la evaluacion tras el segundo ciclo de frio nos proporcione datos
suficientes para elaborar un analisis estadistico significativo en base al nUmero
de particulas virales detectadas.

En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que la combinacién
de evaluacion sintomatologica y RT-PCR en tiempo real puede permitir
clasificar los hibridos con una mayor precision que la disponible hasta ahora.
Este es un primer paso en el camino hacia el desarrollo de la seleccién asistida
para la resistencia a PPV que, ademas, resultara de gran ayuda en el estudio
de recombinantes resistentes y susceptibles en el proceso de cartografiado del

caracter.
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