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Evolucion del virus del amarilleo del tomate
(tomato clorosis virus, ToCV) y su deteccién
mediante técnicas moleculares en Canarias

INTRODUCCION

Desde el ano 1997 comenzo a detectarse en tomates de
exportacion, bajo invernadero de malla, tanto en Te-
nerife como en Gran Canaria, sintomas de amarilleo.
Al ano siguiente, a final de campana, con la visita de
la Doctora Wisler (vir6loga especialista en la familia
Closteroviridae) se tomaron muestras de tomate (va-
riedad Daniela) en cultivos al aire libre en el munici-
pio de Guia de Isora (suroeste de Tenerife).

Se detectaron en plantas aisladas en infecciones mix-
tas con PVY, pero no con los sintomas tipicos de ama-
rilleo sino con las hojas moradas en toda la planta, en-
rolladas hacia el envés, estos sintomas se podian con-
fundir con fitoplasmas, deficiencia nutricional, pro- .
blemas fisiolégicos o incluso con senescencia. :

Posteriormente, en 1999, se volvieron a detectar sin-
tomas de amarilleo desde la base de la planta hasta su
parte apical, en Tenerife y en Gran Canaria con una
incidencia media y grave respectivamente.

Se confirmo6 mediante analisis moleculares RT-PCR,
con primers especificos descritos por Louro, el Virus
del amarilleo del tomate Tomato chlorosis virus
(ToCV), perteneciente al género Crinivirus de la fa-
milia Closteroviridae.

En campanas sucesivas ha ido aumentando la inci-
dencia de la enfermedad en la mayoria de las zonas pro-
ductoras de tomate de exportacion en Tenerife y en
Gran Canaria hasta alcanzar una incidencia del 100%

- 43 | diciembre2012




en la campana 2005-2006.

Esta incidencia coincidia con una elevada poblacion de
mosca blanca de las especies Bemisia tabaci y Tria-
leurodes vaporariorum, siendo ambas transmisoras de
la enfermedad. En este caso la Bemisia tabaci presen-
taba una mayor incidencia, éstas suelen convivir jun-
tas en las islas.

En este trabajo se presenta el analisis mediante hi-
bridacién molecular y RT-PCR de diferentes muestras
de pimiento con sintomas de clorosis y amarilleo des-
de la base hasta la parte apical de la planta, proceden-
tes de diferentes parcelas de la isla de Tenerife. En to-
das las parcelas prospectadas habia presencia de mos-
ca blanca de las especies (Bemisia tabaci y Trialeuro-
des vaporariorum). Los amplicones secuenciados con-
firman la primera deteccion en la isla de Tenerife del
amarilleo del tomate, Tomato chlorosis virus (ToCV) en
cultivos de pimiento.

MATERIALES Y METODOS

En el ano 2012 se realiza una prospeccion para Toma-
to chlorosis virus (ToCV) en cultivos en seis explota-
ciones de pimiento bajo invernadero de malla en dife-
rentes municipios del Sur y Norte de la isla de Tene-
rife (Guia de Isora, Arico y Buenavista).

En estas explotaciones se detectaron sintomas de
amarilleo y acucharado en algunas ocasiones. Se ana-
lizaron 18 muestras (tres plantas con sintomas de cada
explotacion), mediante hibridacion molecular por
Dot- Blot con sonda de ADN (Servicio de Gendémica
ULL) y RT- PCR con primers especificos de ToCV di-
senados por J.Navas-Castillo, IHSM-UMA-CSIC). Para
la extraccion del ARN y la reaccion de amplificacion
se utilizaron los Kits Tri-reagent - Roche y el SuperS-
cript One-Step RT-PCR With Platinum Tag-Invitrogen
respectivamente, siguiendo las recomendaciones del fa-
bricante en ambos casos.
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ToCV en Tenerife.

Las muestras amplificadas se cargaron en un gel de aga-
rosa al 1.5% y la electroforesis se llevo a cabo a un vol-
taje de 120V durante 60 minutos. A continuacion el gel
se tiné con REALSAFE nucleid Acid Staining Solution-
REAL Durviz (alternativa al tradicional Bromuro de
etidio pero presentando menos mutaciones genéticas
con la misma sensibilidad) y se visualizaron con luz UV.
Para confirmar que los amplificados obtenidos co-
rrespondian con la especie descrita, se tomaron varios
amplicones, se clonaron en un vector plasmidico

Deteccion de ToCV mediante hibridacién molecular por Dot Blot.

Productos de amplificacion de ToCV de aproximadamente 400 pb.
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(PGEMT-Easy, Promega) y se secuenciaron en un
mega RACE 500. La secuencia de nucleétidos ob-
tenida, se introdujo en la base de datos Gen
Bank y se realizo una biisqueda con el programa
Blast de secuencias homologas ya descritas.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 18 muestras analizadas mediante Hibri-
dacion molecular (un control positivo y un con-
trol negativo de planta sana) y RT-PCR (un con-
trol positivo, un control negativo y un marcador
molecular de 100pb) resultaron positivas nueve
por hibridacién molecular y cuatro por RT-PCR.

Estos resultados demuestran que los sintomas de
amarilleo en pimiento detectados en esta campana
en la isla de Tenerife, se trata del Virus del ama-
rilleo de tomate, Tomato chlorosis virus (ToCV).

Para confirmar estos resultados se secuenciaron
varios productos de amplificacion. La secuencia
de nucleotidos obtenida tiene un 99% de homo-
logia con el ToCV (Accesion number JN867337),
lo que confirma la primera deteccion de ToCV en
cultivos de pimiento en Canarias.
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ToCV en pimiento 2.
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