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Resumen

A comienzos del ano 1996 se detecta por primera
vez en Canarias una nueva enfermedad. En el ano
2003 fue diagnosticada para la ciencia de etiologia
viral en el cultivo del tomate “Tomato torrado virus”
ToTV (Verbeek et al., 2005) conocida con el nombre de
“torrao” por el aspecto quemado que le da a la planta.
Se encuentra esta enfermedad en invernadero (Ro-
driguez et al.,1996) en la zona de Vecindario e Ingenio
(Gran Canaria) y también enTenerife (1997) en cultivos
de exportacion de la variedad Daniela en la mayoria
de los casos, tanto al aire libre como en invernadero
en diferentes zonas productoras de tomate (Espino
et al., 1999).

Foto 1. Amarilleo y necrosis en base de los foliolos

En la campana 2006-2007 se ha realizado una
prospeccion exhaustiva de diferentes explotaciones
de Tenerife y Gran Canaria con un total de 104 mues-
tras con el objetivo de confirmar el diagnostico de
ToTV con plantas con sintomas tipicos de “torrao”
mediante diferentes técnicas moleculares (RT- PCR e
hibridacion molecular con print y Dot Blot) asi como
conocer el método de mayor eficacia, incidencia de
la enfermedad en campo, distribucion geograéfica, la
posible implicacion y/o asociacion de PepMV con el
ToTV y por ultimo la distribucion deToTV en la plan-
ta. Los resultados indican que la RT-PCR se muestra
eficaz mas que la hibridacién molecular y que en esta
hay diferencia entre el dot- blot y print, este ultimo
parece mas eficaz. La superficie total
afectada de la enfermedad en ambas
islas ha sido de 56.15 has. En Gran
Canaria hubo una grave incidencia en
la Aldea de San Nicolas deTolentino en
la variedad Mariana con una inciden-
cia del 31.35%, llegando a arrancarse
13,88 has de cultivo. El PepMV tipo
chilense 2 no parece estar implicado
en esta enfermedad como ocurre en
Murcia. La distribucion del virus en la
planta se encuentra en su parte media
y apical.

INTRODUCCION

La enfermedad del “torrao” esta
causada por el virus del torrado del to-
mate, “Tomato torrado virus” (ToTV).
Su posicion taxonémica alin no esta
totalmente definida pero segun los
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géneros anteriores. E| virus caracteriza-
do en este estudio contiene un genoma
con 2 cadenas de RNA cuyas particulas
virales son icosaédricas con un diametro
aproximado de 28nm. La identificacion y
caracterizacion de este nuevo virus picor-
na-like lo han propuesto con el nombre
de “Tomato torrado virus”.

La sintomatologia no se presenta en
todos los casos de la misma forma, pero
en nuestros cultivos generalmente las
hojas presentan un amarilleo en la base
de los foliolos con una posterior lesion

Foto 2. Cribado

estudios realizados (Verbeek et al., 2007) este vi-
rus muestra caracteristicas del virion y secuencia
similares con virus del género Sequivirusy Waika-
virus (familia Sequiviridae) y a los géneros no
asignados Cheravirus y Sadwvirus. Esto deberia
constituir un género nuevo debido a la similitud
que presenta en los analisis filogenéticos de se-
cuencias de nucledtidos y aminoacidos con los

e

Foto 4.Tallo necrosado estriado ¢ 4
. Foto 3. Necrosis en cremallera del peciolo.
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necrotica (Foto 1), dando el aspecto de
“cribado” (Foto 2). En los peciolos se
presentan manchas marrones secas de
forma intermitente con un aspecto tipo
cremallera (Foto 3). En los tallos pueden
aparecer manchas necroticas continuas
longitudinales (Foto 4) . Los frutos pre-
sentan manchas circulares necroticas
tipo cremallera, se deforman (Foto 5)
y en algunos casos se abren y quedan
las semillas vistas (Foto 6). También en
algunas ocasiones se riza la hoja hacia
el envés y los foliolos de la hoja se ma-
nifiestan deformados ( Foto7). La parte
apical de la planta toma un aspecto de
quemado de ahi el nombre conocido
como “torrao” (Foto 8).

El ToTV se transmite por el vector
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae) con baja eficiencia, se ha
realizado un ensayo que consistio en la
suelta 200 individuos de moscas blancas




Foto 5. Necrosis de frutos, tipo cremallera

previamente infectadas con plantas enfermas
de “Torrao” a 50 plantas sanas y solamente se
manifestaron 2 plantas con sintomas (P. Maris,
de De Ruiter Seeds comunicacion verbal “Carac-
teristicas y peculiaridades del ToTV’ 2007).

En Polonia se demuestra la transmision: por
Trialeurodes vaporariorum con una eficacia del
100% y mecanicamente mediante inoculacion
(50-70%) (Pospieszny et al., 2007).

Estudios realizados mediante transmision con Be-
misia tabaci yTrialeurodes vaporariorum lo confirman
siendo la mas eficienteT. vaporariorum (comunicacion
persona, M. Aranda).

En esta campana 2006-2007 ha habido una grave
incidencia de Trialeurodes vaporariorum sobre
Bemisia tabaci en todas las zonas productoras de
tomate donde se encuentra la enfermedad.

Segun nuestras detecciones en numerosas mues-
tras tanto de Gran Canaria como deTenerife desde que
aparecio la enfermedad en 1996 hasta el ano 2006 se
ha podido comprobar que la enfermedad se encuentra
distribuida en la mayoria de las zonas productoras de
tomate de invierno de exportacion a excepcion de Guia
de Isora enTenerife y de Galdar en Gran Canaria.

En nuestras observaciones a lo largo de estos
anos la enfermedad parece tener un comportamiento
erratico, dado que se presenta en otono con tempera-
turas medias-bajas y con una humedad relativa alta
cuando la planta se encuentra en estado fenologico
con los primeros frutos o racimos de frutos para luego
desaparecer por completo a medida que se desarrolla
el cultivo y aumenta la temperatura. Pero sin embar-
go en esta campana en la Aldea de San Nicolas ha
tenido un comportamiento diferente, la enfermedad
ha aparecido desde el principio del cultivo hasta el
final del cultivo préacticamente. Ha coincidido con una

elevada poblacion de mosca blanca (Trialeu-
rodes vaporariorum) y unos cambios bruscos
de temperatura durante todo el ano.

La enfermedad se manifiesta en algunos
casos en asociacion con otras virosisTSWV y
PVY , en casos aislados TYLCV y en muchos
casos con PepMV de gran extension en todas
las zonas productoras desde su primera apa-
ricién en el ano 2000 (Espino et al., 2001) y
ultimamente en muchos casos también con el
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Foto 6. Tomates dofonﬁados con umi_llis vistu

ToCV cada vez mas extendido y con mayor incidencia
en todas las zonas productoras de tomate tanto en
Tenerife como en Gran Canaria.

En la Peninsula, y concretamente en la region de
Murcia se detecta por primera vez en invernaderos
de tomate una nueva sintomatologia en la primave-
ra del afno 2001. Esta sintomatologia se conoce con
el nombre de “torrao” por el aspecto de quemado
que adquieren las plantas afectadas. Los primeros
sintomas se detectan en las nuevas brotaciones, se
observa un amarilleo en la base de los foliolos que
posteriormente se necrosan y evolucionan a cribado
(C. Jorda, et al., 2003).

En primavera del 2001 aparecen por primera vez
en Espana (Tarragona) unos sintomas similares en to-
mate relacionados con Parietaria mottle virus (PMoV)
(Aramburu et al., 2002), que en principio se penso que
podria tratarse del “torao”

En esta época también se descarta la posibilidad
de cualquier tipo de alteracion fisioldgica, efecto fito-
téxico, hongos y bacterias fitopatogenas, ya que en
alguna ocasion se llego a pensar que podria tratarse de
una enfermedad fisiologica llamada “Catface” o “cara
de gato” por la sintomatologia detectada en fruto, la
forma y cicatrices de este (Scott, 2000)

Verdaderamente se confirma por primera vez el
“torrao” del tomate Tomato torrado virus (ToTV) en
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el ano 2003 mediante microscopia electrénica. Se
observaron particulas esféricas de 28nm de diametro
aproximadamente. También se observaron particulas
del género Potexvirus y por ELISA se confirmd la
presencia de PePMV. Se purificaron las particulas vi-
rales no conocidas hasta el momento y se inocularon
mecanicamente en plantas sanas y se reprodujeron
los sintomas tipicos de “torrao”Tras la centrifugacion
por gradiente de densidad se observaron dos bandas,
la banda superior contenia viriones con moléculas de
ARN de 5.5 kb aproximadamente y la banda inferior
una molécula de ARN de aproximadamente 8 kb. Las
particulas virales de ambas bandas contenian tres
proteinas de la capsida. Ambas bandas de RNA fueron
sometidas a sintetis de cDNA y posteriormente clona-
das. Las secuencias completas de nucleotidos fueron
determinadas a partir de cDNA clonado y fragmentos
generado por PCR (Verbeek, et al., 2005)

Recientemente en Méjico (Culiacan, estado de
Sinaloa), se ha detectado una nueva enfermedad,
en cultivos de tomate de exportacion que mostraban
sintomas de necrosis apical, causada por una nueva
especie de etiologia viral Picorna-Like. Por microsco-
pia electronica se detecta un virus isométrico, aislado
en muestras de tomate que mostraban sintomas ne-
croticos severos. Se transmitido mecanicamente sobre
Chenopodium quinoay sobre tomate se reprodujeron
los sintomas de necrosis apical. Se purifico el virus y
se obtuvo un anticuerpo policlonal. Se confirmé esta
nueva enfermedad mediante ELISA-DAS. Se purifica-
ron las particulas virales conteniendo dos cadenas de
RNA, RNa1y RNA2 de 7 kb y 5 kb respectivamente.
Los andlisis de secuencia indican que tienen similitud
con miembros de la familia Sequiviridae. La nueva
especie de virus es propuesta provisionalmente
con el nombre de Tomato apex necrosis virus. En
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Foto 7. Los foliolos de la hoja se manifiestan deformados

principio se pensaba que se trataba de nuevas razas
de TSWV pero sin embargo TSWV no fue detectado
como agente causal. (Torina et al., 2007).

Esta nueva enfermedad detectada en Méjico, el
Virus de la necrosis apical del tomate, puede estar
relacionada con el “torrao” debido a la similitud que
presenta su sintomatologia, las caracteristicas de sus
particulas virales y su contenido en acidos nucleicos,
asi como su analisis de secuencia.

ANTECEDENTES

El “torrao” se detecta por primera vez en Canarias
a principios de 1996, en tomates bajo invernadero
en el Sur de Gran Canaria (Vecindario e Ingenio). La
enfermedad se manifiesta con un grave amarilleo y
necrosis en la base de los foliolos de las hojas apicales
con la presencia de necrosis y estrias en los pecio-
los y tallos. Segun la sintomatologia observada, la
enfermedad coincidia con la ocasionada por el Virus
del mosaico del pepino portador de un RNA satélite
(CARNA-5 o necrosis del tomate) o por el Virus del
mosaico de la alfalfa, AMV descrita por Blancard
(Rodriguez et. al, 1996). Las muestras se enviaron al
Laboratorio de Virologia de la Universidad Politécni-
ca de Valencia y se analizaron mediante microscopia
electronica detectandose particulas virales esféricas
pero sin llegar a nada concluyente (J. M. Rodriguez,
datos sin publicar).

En Tenerife se detecta por primera vez en 1997
en la zona Suroeste (Arico y Tamaimo) en cultivos
de tomate de invierno para exportacion de la va-
riedad Daniela en la mayoria de los casos, tanto al
aire libre como en invernadero. La sintomatologia
de la enfermedad presenta manchas marrones en
la parte basal del foliolo,
en el peciolo de la hoja y
en el tallo. Estos sintomas
son similares a los que des-
cribe la bibliografia para el
AMV. En el Laboratorio se
analizaron mediante ELISA-
DAS paraTSWV, CMV, PVY,
PVY-n, PVX y ToMV. Todas
las muestras analizadas
resultaron negativas. Se
enviaron al Laboratorio de
Referencia de Virus de la
Universidad Politécnica de
Valencia y se analizaron por
ELISA-DAS para AMV, PVY
y TSWYV, obteniendo resul-
tados negativos. También
se analizaron mediante
microscopia electrénica y
no se llegd a ningun resul-
tado concluyente (Espino
et al., 1999).

Esta nueva sintoma-
tologia se presentd en la



anteriormente incluyendo
el PepMV y el AMV, se obtu-
vieron resultados negativos
excepto para el PVY, aunque
los sintomas detectados no

mayoria de los casos en otoino a mitad de campana
en plena produccion de forma generalizada en el
cultivo mientras que en Gran Canaria se detecto
con mayor incidencia que en Tenerife. En ambos
casos el virus desaparecia a medida que la planta
se desarrollaba.

En Gran Canaria continua apareciendo necrosis y
cribado en la base de los foliolos del apice y estriado
del tallo del tomate sin la virulencia mostrada al prin-
cipio y aunque se sospechaba fuera de origen virico
(CMV 6 AMV).Tal sospecha no ha sido confirmada por
analisis, a pesar de numerosas muestras enviadas a
laboratorios especializados (Rodriguez et al.,1999).

EnTenerife partir del ano 2000 analizamos también
la enfermedad para el AMV y para el Virus del mosaico
del pepino dulce, Pepino mosaic virus (PepMV), donde
se detecta por primera vez enTenerife en la campana
99-00 (Espino et al., 2000)

En la isla de Tenerife (Arico) en octubre-noviem-
bre del 2002 se detecta en tomates en invernaderos
(variedad Daniela injertada sobre Beaufort) en plantas
aisladas y en asociacion conToCV que se encontraba
de forma generalizada en el cultivo.

En (mayo-julio) de este mismo ano, durante la
primera etapa del cultivo de tomate de verano al aire
libre (variedades Boludo, Thyrade y Daniela) se vol-
vio a detectar la enfermedad de forma generalizada.
Se analizaron para todas las virosis mencionadas

correspondian con este virus,
se corroboroé en el Laborato-
rio de Referencia. También se
detectd AMV con baja densi-
dad optica.

Este diagndstico, se com-
plemento con el injerto, se to-
maron brotes con sintomas y
se injertaron en bisel en plan-
tas sanas de tomate que se
mantuvieron durante 15 dias
bajo condiciones controladas
(jaulas con malla anti-trips),
observandose al cabo de
este tiempo la sintomatologia
descrita anteriormente y al
mes también se detectaron
deformaciones y necrosis
circulares en el fruto.

Al mismo tiempo se rea-
lizaron varias consultas a los
Laboratorios de Diagnostico
de las Comunidades Auténo-
mas. En Almeria se detecta
PVX con sintomas similares y en Murcia esta apare-
ciendo un sintoma similar pero aun sin identificar.
Analizando los altimos trabajos de la SEF, encontra-
mos también en Tarragona una nueva enfermedad
durante la primavera del 2001, en cultivos del tomate
al aire libre. Los sintomas se manifiestan con lesiones
necroticas en las hojas apicales, que evolucionan hacia
una necrosis del tallo que causa la muerte del brote
apical, en la nuevas brotaciones no aparecen sinto-
mas. Los frutos se deforman con aparicion de lesiones
necroticas (Espino et al., 2002). En analisis biologicos
de transmision y serologicos por ELISA, se detecta un
Irlavirus en tomate relacionado con Parietaria mottle
virus (PMoV) (Aramburu et al.,2002).

A lo largo del ano 2003, recibimos en el Labora-
torio numerosas muestras de tomate procedentes de
diferentes zonas de Tenerife y Gran Canaria de varie-
dades susceptibles y tolerantes al virus de la cuchara
(Daniela, Boludo, Tyrade y Doroty), tanto no injertadas
como injertadas sobre patrén Beaufort. La mayoria
de las muestras presentaban: amarilleo y manchas
necroticas en la base de los foliolos de las hojas api-
cales, necrosis longitudinales en los peciolos de las
hojas, talos y pedunculos de las flores, necrosis total
de la parte apical de la planta, necrosis circulares y
deformacion de los frutos y necrosis total de los frutos
del tamano de un boliche. Se realizaron analisis me-
diante ELISA paraTSWV, AMV, ToMV, PVY, PVX, CMV,
TYLCD y PepMV, se obtuvieron resultados positivos
en muy pocos casos para PVY,TYLCD y PepMV. En el
Laboratorio de Referencia y el Laboratorio deVirologia
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del IRTA no se observa la presencia de PMoV. (Espino
et al., 2003).

Segun los ultimos estudios realizados en la Penin-
sula, esta enfermedad podria estar asociada a lo que
se conoce en la Peninsula como “cribado” o “torrac”
del tomate, una nueva enfermedad del cultivo del
tomate, aun sin conocer su agente causal (Jorda et
al., 2003)

En el ano 2003 se diagnostica por primera vez en
diferentes cultivos de tomate con los sintomas des-
critos para “torrao” vez un nuevo virus en tomate en
Espana (Murcia) denominado “Tomato torrado virus”
(ToTV) (Verbeek et al., 2005)

Se han analizado numerosas muestras tanto de
Tenerife como de Gran Canaria desde que aparecio la
enfermedad hasta el 2006 haciendo uso de la técnica
serolégica inmunoenzimatica por ELISA-DAS con an-
ticuerpos especificos de la casa comercial Loewe para
TSWV, AMV, CMV, PVY, PVY-n, PVX, ToMV, AMV, Pe-
pMV (a partir del 2000 este Gltimo), TBSV,TRSV yTFYV
(a partir del 2004) y mediante técnicas moleculares
por hibridacion molecular con sondas no radiactivas
de DNA especificas deTYLCV yTYLCSV suministradas
por L. Velasco del IMIDA-Murcia y E. Moriones del
CSIC-Malaga y de RNA especifica delToCV cedida por
J. Navas del CSIC-Malaga. Se obtuvieron resultados
positivas en varios casos para PepMV yToCV (ambas
virosis extendidas en todas las zonas productoras de
tomate), ademas de TSWV, PVY y TYLCV en algunos
casos . (Espino et al., 1999, 2002, 2003 y datos sin
publicar, 2004- 2006). Al mismo tiempo se enviaron
al Laboratorio de Referencia pero sin obtener hasta el
momento ningun resultado concluyente con respecto
al “torrao”

En las dos ultimas campanas (2004-2005, 2005-
2006) ha habido una grave incidencia de la enferme-
dad en diferentes explotaciones de Gran Canaria en
el municipio de La Aldea de San Nicolas. Se volvieron
a enviar muestras al Laboratorio de Referencia, sin
resultados concluyentes de nuevo.

Estudios realizados en la Peninsula hasta el vera-
no del 2006 muestran la asociacion persistente del
PepMV, concretamente el aislado tipo Chileno 2 en
muestras con sintomas tipicos de “torrao “ (A. Alfaro-
Fernandez et al., 2006, 2007)

A partir de agosto del 2006 se pone en conoci-
miento un protocolo de diagnéstico mediante RT- PCR,
asi como la pareja de iniciadores para detectar la
enfermedad, descrito en la patente internacional N°
W020066085749 (Van Der Vlug et al., 2006).

A partir del 2007 ya se dispone en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal de la pareja de iniciadores especi-
ficos para realizar el diagndstico mediante RT-PCR del
Virus del torrado del tomate “ Tomato torrado virus”
(ToTV) y de las sondas no radiactivas marcadas con
digoxigenina especificas de RNA para elToCV, PepMV
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Tipo europeo y PepMV Tipo chilense -2 mediante
hibridacién molecular suministradas por M. Aranda
del CSIC- Murcia.

En la actual campana se ha vueito a detectar
desde finales de agosto, una grave incidencia de la
enfermedad en diferentes explotaciones de La Aldea
de San Nicolés y se ha obligado el levantamiento de
las parcelas afectadas a finales de octubre del pasado
ano. A finales de noviembre se presenta otra vez con

grave incidencia en las mlsmas exp!ntaciones

calabaza, caiabﬁﬁ Ademas se ol ‘,'ia'pmsenma
de malas hlerbas 'y moscas h%sncas en casi todos
estos cultivos. Al levantar los cultivos no se aplican
herbicidas ni tratamientos especificos para la mosca
blanca, al objeto de evitar la migracion de la plaga a
otras parcelas. La poca alternativa de materias acti-
vas para el control de mosca blanca crea resistencias
ademas de disminuir la eficacia de estas. Tampoco
se presentan medidas preventivas de control como
placas amarillas y dobles puertas.

A principios de octubre del 2006 se recibieron en
el Laboratorio un total 16 muestras de otras tantas
explotaciones diferentes de La Aldea de San Nicolas.
La mayoria de éstas presentaban necrosis de color
marrén y negro con cribado en los foliolos y manchas
longitudinales e intermitentes secas tipo cremallera
necrosadas en los peciolos. En otros casos se presen-
tan arabescos en foliolos y cu rvamrentoydefarmaulén
de los foliolos hacia el envés. En el laboratorio se
analizaron mediante ELISA-DAS para los virus:TSWV,
CMV, PVY, PVX, ToMV, PepMV, TBSV, ToRSV yTFYV, se
obtuvieron resultados negativos en todos los casos
excepto en uno que resultd positivo para TSWV. Al
mismo tiempo estas mismas muestras se enviaron
al Laboratorio de Referencia y a finales de diciembre
se recibio el informe de los resultados. Las muestras
fueron analizadas por RT-PCR con primers especificos
de PepMV yToTV. De las 16 muestras se obtuvieron 3
muestras positivas aToTV una muestra positiva a Pe-
pMV tipo chileno-2 Segtn el Laboratorio de Referencia
los resultados obtenidos no fueron fiables debido al
estado en que llegaron las muestras.

A partir de enero del presente ano la Consejeria
de Agricultura del Gobierno de Canarias mediante
la empresa Merco Canarias , S.A.U. ha contratado
los servicios de un ingeniero técnico agricola, con
el objetivo de hacer un seguimiento de las parcelas
afectadas, analizando la evolucion de los cultivos de
tomate , la incidencia de la enfermedad y asesorar a
los agricultores de hortalizas en la aplicacion de bue-
nas practicas agricolas y en mantener un buen estado
fitosanitario de los cultivos ademas de mantener un
buen cerramiento en los invernaderos, dobles puertas
y controlar las malas hierbas.

En las actuaciones llevadas en el campo se ob-
servan diferentes problemas: no se controlan las




poblaciones de mosca blanca,
abuso de las mismas materias
activas, y el desarrollo del cul-
tivo durante todo el verano sin
interrumpir el ciclo biologico de
la mosca blanca.

MATERIALY METODOS

Prospecciones realizadas:

La prospeccion se realizo
en febrero del presente ano,
en 17 explotaciones de tomate
de invierno de exportacion con
sintomas tipicos de “torrao”
cuando los cultivos estaban
en plena produccion. El deno-
minador comun de todas las
explotaciones era la elevada
poblacién de mosca blanca
Trialeurodes vaporariorum
frente a la Bemisia tabaci que
habia en ese momento o la
qgue hubo anteriormente. Ade-
mas de la elevada incidencia y
extension de PepMV con una
sintomatologia leve en la plan-
ta (mosaico suave y abullonado
en foliolos, pero manchado de
fruta de forma generalizada) y
ToCV, esta ultima cada vez mas
extendida.

En Gran Canaria a princi-
ios de febrero, se visitaron 9
ciones, se recogieron
54 muestras de di-
unicipios: Aglimes
_ucia (6) y La Aldea de San Nicolas (24).
explotaciones muestreadas en Aglimes
a sintomas de “torrao” en asociacion con ama-
rilleo del tomate, ToCV (Foto 9). Los frutos se pueden
manifestar con distintos grados de necrosis.

En Tenerife se visitaron a finales de febrero 10
explotaciones: Arico (30), Granadilla (18), Guia de
Isora (3) y Santiago del Teide (6). Una de las fincas
muestreadas en Guia de Isora presentaban sintomas
deToCV en el 100% de las plantas y en los brotes de 3
plantas aisladas “torrao” de forma incipiente.

Las variedades muestreadas son Boludo, Mariana
y Dorothy injertadas sobre Beaufort.

De cada explotacion se recogen 6 muestras con
sintomas de “torrao’; 6 de PepMV, 6 de TSWV(en al-
guna ocasion) y 6 deToCV. En algunas explotaciones
se detectaron sintomas de TSWV, PVY y TYLCV. En
La Aldea de San Nicolas la mayoria de las muestras
tomadas presentaban sintomas agresivos de ToTV
en la parte apical de la planta (necrosis en la base de
los foliolos, cribado no siempre, rizado de las hojas

hacia el envés, deformacion de los foliolos y necrosis
de los frutos) y sintomas leves de PeMV en la parte
media de la planta.

Analisis serologicos:

Las muestras se analizaron con la técnica sero-
l6gica inmunoenzimatica mediante ELISA-DAS con
anticuerpos especificos marcados con fosfatasa
alcalina para PepMV aislado europeo y TSWV de las
casas comerciales DSMZ y Loewe respectivamente.
Los controles positivos eran de extractos congelados
de plantas infectadas de dichas virosis y los negativos
de la casa comercial.

Deteccion de acidos nucleicos:

Las muestras de “torrao’; PepMYV aislado europeo
y PepMV aislado chilense-2 se analizaron mediante
hibridacién molecular con “dot- blot”(extractos de
ARN) y con “print”(improntas de secciones transver-
sales del peciolo del foliolo) y las deToCV solamente
con “print”

Unas pocas muestras de “torrao” se seleccionaron
y se analizaron también por RT- PCR.




En la Hibridacion molecular se utilizaron sondas
de ARN especificas no radioactivas marcadas con di-
goxigenina para “torrao” (ToTV), PepMV tipo europeo,
PepMV tipo chilense-2 yToCV Primero se inmoviliza el
material genético ARN de la planta en una membrana
de nitrocelulosa y se fijan con luz ultravioleta. Luego
se prehibrida (bloqueo de la membrana para evitar
uniones inespecificas) con un tampoén estandar mas
50% de formamida. A continuacion hibridamos (unién
de la sonda especifica para el virus), la ponemos en
contacto en una solucidon con sonda de acidos nu-
cleicos marcadas y previamente desnaturalizada 10
a 65°C y se incuba toda la noche a 65°C en un horno
de hibridacién. Tras la hibridacion se realizan varios
lavados con diferentes soluciones para eliminar los
productos que no han reaccionado. La reaccion de
los hibridos muestra-sonda con el anticuerpo (anti-
digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina de
ROCHE mas un agente bloqueante) y la deteccion
con un sustrato quimioluminiscente de la fosfatasa
alcalina (CDP-Star de ROCHE) producen una reaccion
quimica cuando esta presente el virus. Dicha reaccion
genera luz la cual vela una pelicula fotografica que
colocamos encima apareciendo los positivos como
puntos en dicha pelicula (protocolo Laboratorios de
Virologia del CSIC-Murcia y Malaga)

Para la extraccion del acido nucleico ARN de cada
una de las muestras se emplearon 0.1 g. de foliolos
de los brotes apicales con sintomas incipientes. El
ARN total se extrajo con el kit comercial RNAwiz de
Ambion paraToTV y PepMV (Tipo europeo y chilense-
2) siguiendo el protocolo de la casa comercial. E| ARN
total se resuspendio en 40ul de H,0 Depc.

La extraccion del ARN de estos virus se utilizé tanto
para la hibridacion molecular mediante “dot- blot”
como para la RT-PCR solamente paraToTV.

Los controles positivos de extractos de ARN de
ToTV, PepMV tipo europeo y PepMV tipo chilense-
2 fueron cedidos por M. Aranda del CEBAS CSIC
- Murcia.

Se analizaron 14 muestras mediante RT-PCR con
la pareja de iniciadores del RNA2, 5-CCCATCATCAC-
CACCCTCCTCTTCGTA-3"y lareverso 5-TTCCAGTAAT-
GATCCAACCAAT-3" con un producto de amplificacion
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Foto 10. Distintos grados de manifestacion de necrosis por “torrao” ToTV en los frutos

de 585pb, descrito en la patente N® W020066085749
(Van Der Vlug et al., 2006)

La amplificacion por RT-PCR se utilizé el kit comer-
cial One Step RT-PCR System de Invitrogen. La desna-
turalizacion inicial de los ARNs totales se realizé a 65°C
durante 5min. El coctel de amplificacion se realizé con
5 pl de RNA extraido de cada muestra y 20. pl de la
mezcla para RT-PCR que se anadié a cada uno de los
tubos (protocolo Laboratorio de Referencia). El primer
paso de trascripcion reversa se hizo a 50°C durante 30
min., seguido de un paso de desnaturalizacion a 94°C
durante 2 min y 35 ciclos de 94°C 30 seg., 55°C 30 seg.
y 72°C 30 seg. cada uno de ellos. Por tltimo un paso de
extension a 72°C durante 5 min descrito en la patente
N°WO020066085749 (Van Der Vlug et al., 2006)

La RT- PCR se realizo en un termociclador (Ep-
pendorf Mastercycler Personal). Los productos de la
RT-PCR se separaron por electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1.5% en tampon TBE 0.5x, luego se
tine en una dilucion con bromuro de etidio (0.5 pg/mil)
durante 15 min. y se visualizan en un transiluminador
de UV. El tamano de las bandas de acidos nucleicos
se estima comparandolo con un marcador de ADN
de 100 pb de MBI Fermentas (protocolo Laboratorio
de Referencia).

RESULTADOSY DISCUSION

Resultados analisis serologicos:

De las 64 muestras analizadas para PepMV, 25
muestras resultaron positivas para el Tipo europeo y
de las 12 muestras paraTSWV, 8 muestras resultaron
positivas. Todas las explotaciones afectadas estan
concentradas en los diferentes municipios de Teneri-
fe excepto La Aldea de San Nicolas de Gran Canaria
(Tabla 1 y Tabla 2). Estos resultados indican que el
PepMV esta extendido en todas las zonas productoras
de tomate de la isla de Tenerife.

Resultados analisis de acidos nucleicos mediante
hibridacion molecular con “dot- blot”:

Muestras de “torrao”
De las 104 muestras analizadas procedentes de
diferentes municipios de Tenerife y Gran Canaria




47 muestras resultaron positivas. En la figura 1
se observan manchas negras que representan los
resultados positivos de algunas de las muestras
analizadas en una de la membrana hibridada con
“dot blot”

Figura 1. Deteccion deToTV mediante hibridacién por
Dot Blot con una sonda marcada con digoxigenina.
Se han influido 30 extracciones de RNA total pro-
cedente de hojas jovenes de plantas de tomate con
sintomas de torrao. C+, control positivo; M, planta no
infectada.

En lasTablas 1y 2 se presentan los resultados de
las distintas muestras segun los municipios. Para las
otras visrosis, a continuacion del nimero de muestras
analizadas, se indica entre paréntesis el n° de muestras
positivas .

Segun los resultados obtenidos se destaca que
la mayor incidencia de la enfermedad se encuentra
en la isla de Gran Canaria en la Aldea de San Nicolas
seguida de Arico y Granadilla en la isla de Tenerife.

A partir de nuestras observaciones, aproxima-
damente el 50% de los analisis no coinciden con los
resultados del laboratorio ya que todas las muestras
analizadas presentan sintomas tipicos de “torrao”
pensamos que puede ser debido a que el material
necrético de muchas muestras es muy sensible para
mantener estable el material genético del virusy como
consecuencia el ARN se degrada con muchisima fa-
cilidad, de ahi la gran cantidad de falsos positivos en
los resultados de los analisis.

Muestras de PepMV tipo europeo y tipo chilense-2

De un total de 66 muestras se obtienen 37 resul-
tados positivos para PepMV tipo europeo. Los resul-
tados positivos por municipios aparecen detallados
en las Tablas 1 y 2. Estos resultados indican que el
PepMV tipo europeo se encuentra en la mayoria de
las explotaciones donde hay “torrao’; detectandose
la mayor incidencia en la isla de Tenerife alcanzando
en Granadilla el 100% seguida de Arico. También ob-
servamos que la hibridacion molecular parece mas
sensible que el ELISA-DAS. Se detecta por primea
vez en Canarias en la isla de Gran Canaria PepMV
tipo chilense-2 en una explotacion en el municipio de
Aglimes con sintomas agresivos de mosaico ama-
rillo fuerte tipo variegata en las hojas y manchado y
deformacion en frutos.
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Tabla 1.- Resultados de Laboratorio en Tenerife

24 6(2)

12(6)

La Aldea de 1
s. Nicolas

10 6(0)

7 12(6)

12(0) ‘ 1208)*

18(6)**

[ 186) | 18(0)

Tabla 2.- Resultados de Laboratorio en Gran Canaria

* PepMV tipo chilense-2

**PepMV parte media (abullonado) y “torrao” parte apical
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Asociacion de “torrao” con Pe-
pMV tipo europeo y tipo chilen-
se-2

En muestras con sintomas
de “torrao” solamente se detec-
ta asociacion de “torrao” con
PepMV tipo europeo en Arico
seguida de Granadilla (Tablas 3
y 4).

En muestras con sintomas de
“torrao” en la parte apical y de
PepMV en la parte media de la
planta se detecta asociacion de
“torrao” con PepMV solamente
en La Aldea de San Nicolas (Ta-
blas 3y 4).

v

Incidencia del ToTV .

R S

Figura 2. Distribucion geografica por municipios delToTV enTenerife (Arico,
Granadilla, Arona, Guia de Isora y Santiago del Teide). Arona no esta repre-
sentada en el mapa y Gran Canaria (Telde, Ingenio, Agiiimes, Santa Lucia,
San Bartolomé deTirajana y La Aldea de San Nicolas ). Ingenio no esta repre-
sentada en el mapa.

Elaboracién: Servicio de Planificacion de Obras y Ordenacién Rural de la Consejeria

_ de Agricultura.
En ninguna de las muestras

con sintomas de “torrao” se encuentra asociacion con
PepMV tipo chilense-2 como ocurre en Murcia.

Hectareas afectadas y % de incidencia de “torrao”
por municipios

La superficie afectada esta considerada por parce-
las donde aparecian los sintomas. En lasTablas 3y 4
se describen la superficie afectada y la incidencia de
la enfermedad de las distintas explotaciones.

' 3
111,46 10,76 |Dorothy; Boludo;
Mariana

Aona__| 544 | 071 | 1305 | Mariana37 |

Santiago Dorothy
del Teide Boludo

Tabla 3.- Superficie afectada e incidencia en Tenerife

ingenio | 7709 | 0 | 0 | Boludo |

0,01 0,007 Boludo
Lucia ; ; el

Marlana
Dorothy

Tabla 4.- Superficie afectada e incidencia en Gran Canaria

granja
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EnTelde y San Bartolomé deTirajana solamente se
observaron sintomas en plantas aisladas y en Ingenio
en esta campana no se detecto.

El municipio que tuvo mayor incidencia en Cana-
rias fue el de La Aldea de San Nicolas en Gran Canaria,
con una incidencia de 11.68% seguido de Arona con
un 13.05% vy Arico con 10.76%. De la zona de Arona
no se recogieron muestras para analizar y confirmar
el “torrao” mediante analisis en el Laboratgrio. En
Telde y San Bartolomé se han observado solamente
en plantas aisladas, sin confirmar, en el Laboratorio
y en Ingenio en esta campana no se han observado
sintomas como en otras campanas.

Segun nuestras observaciones el virus afecta
por igual a todas las variedades (Dorothy, Boludo y
Mariana 37) pero la de mayor virulencia parece ser la
variedad Mariana 37.

Con estos resultados podemos destacar la presen-
cia de “torrao” en la mayoria de las zonas productoras
de tomate de las islas de Tenerife y Gran Canaria.
(Figura 2).

Comparacion de técnicas de diagnéstico, hibrida-
cion molecular (“dot-blot” y print) y RT-PCR:

Los resultados obtenidos indican que la RT-PCR
detecta mayor nimero de muestras positivas que con
la hibridacion molecular. Estas amplificaron una banda
de ADN con un tamano de fragmento de 585 pb. Este
producto final se separa por electroforesis horizontal
en un gel de agarosa 1% enTBE, tenido con Bromuro
de etidio y visualizado con luz UV (Figura 3).

Por otro lado, mediante hibridacion molecular
detectamos un mayor nimero de muestras positivas
paraToTV por “print” que con “dot- blot”

Esta sensibilidad de diagnostico, nos sorprendio,
porque esperabamos que la hibridacion molecular tan-
to con “dot-blot” como con "print” fuera la mas eficaz
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Figura 3. Deteccion deToTV mediante RT-PCR con iniciadores especificos: ToTV- (+) yToTV- (-) en gel de agarosa
tenido con Bromuro de etidio y visualizado con luz UV. Se han incluido 14 muestras con sintomas de “torrao’
los marcadores moleculares de 100pb en los extremos del gel, 2 controles positivos y un control negativo.

para la deteccion del “torrao’ seguida de la RT-PCR
independientemente que esta sea la mas sensible.

El motivo de esta afirmacion es debido aqueen la
hibridacion molecular la sonda esta formada por una
secuencia de acidos nucleicos mayor que la pareja de
iniciadores utilizados en la PCR y como consecuencia
mediante hibridacion podria detectar mayor numero
de muestras. Estos resultados nos hacen pensar que
muchas de las muestras debido a su necrosis el ARN
se degrado rapidamente

Distribucion de torrao en planta con sintomas de
torrao en la parte apical y sintomas de PepMV en
la parte media de la planta mediante hibridacion
molecular con dot-blot:

De las 18 muestras seleccionadas resultaron po-
sitivas a “torrao” 14 en la parte media de la planta y
16 en la parte apical.

Estos resultados indican que el virus parece distri-

buirse bien en estas dos partes de la planta a pesar de
no presentar sintomas en la parte media de esta.

CONCLUSIONES

- Se detectaToTV en todas las zonas productoras de
tomate de Tenerife y Gran Canaria.

- No se encuentra asociado el PepMV tipo chilense-2
con el “torrao” como ocurre en Murcia

- La presencia de Trialeurodes vaporariorum parece
estar directamente relacionada con la incidencia
de la enfermedad.

- La grave incidencia de la enfermedad en La Aldea
de San Nicolas esta implicada por la fuerte migra-
cion de Trialeurodes vaporariorum procedente de
los cultivos horticolas de verano colindantes.

- El “torrao” afecta a todas las variedades cultiva-
das.

- La enfermedad parece tener un comportamiento
erratico relacionado directamente con las condi-
ciones ambientales.

- El virus se distribuye de forma homogénea en la
planta.

- Para el diagndstico es imprescindible que la toma
de muestras sea en brotes con sintomas incipien-
tes y el procesado en el laboratorio sea lo mas
rapido posible (muchos falsos negativos por la
degradacion del RNA).

Por altimo es fundamental que los agricultores
tomen conciencia de la importancia que tiene man-
tener libre de mosca blanca el cultivo durante toda
la campana de tomate de invierno y los cultivos de
verano.
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