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Necrosis del tomate: ““torrao ‘o “‘cribado”

A. ALFARO FERNANDEZ, M. C. C6rDOBA SELLES, M. C. CEBRIAN MICO, 1. FONT, M. JUAREZ,
V. MEDINA, A. LACASA, J. A. SANCHEZ NAVARRO, V. PALLAS, C. JORDA GUTIERREZ

Desde la primavera de 2001, viene presentdndose en Espaia una nueva enfermedad
conocida con el nombre de “torrac” o “cribado”. Los sintomas que habitualmente pre-
sentan las plantas afectadas son una necrosis en la parte basal del foliolo que evolucio-
na a cribado, en los peciolos aparecen manchas longitudinales en ocasiones endurecidas
que llegan a curvar los foliolos, y los frutos manifiestan manchas necréticas, deforma-
ciones que finalmente lo rajan, quedando comercialmente inviables. Muestreos realiza-
dos desde su aparicion han determinado la mayor incidencia de la entermedad en la zona
de Murcia, seguido de Canarias y en menor proporcién Almerifa, y Alicante. Los resul-
tados de los andlisis realizados a las 369 muestras recogidas determinan que el 67% de
las muestras analizadas eran positivas a Pepino mosaic virus (PepMV). En los ensayos
de transmision, Gnicamente mediante el injerto, se consiguié reproducir los sintomas de
la enfermedad en dos casos, en el resto las plantas inoculadas ¢ injertadas Gnicamente
mostraban sintomas tipicos de PepMV vy los andlisis realizados confirmaron este aspec-
to. A la vista de los resultados obtenidos, se diseié un nuevo método de diagndstico que
ha permitido la caracterizacién del 89% de las muestras analizadas como aislado Chile-
no 2 de PepMV, recientemente publicado en el Gen Bank (Accesién number:
DQO000985). De acuerdo con lo expuesto podrfa tratarse de uno de los agentes implica-
dos en el desarrollo del sindrome junto con otros factores aln por determinar.
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INTRODUCCION

En la primavera del afio 2001 se detecta
en invernaderos de tomate de Murcia una
nueva sintomatologia no observada anterior-
mente en la zona. Esta sintomatologia se
denominé “cribado” o “torrao” del tomate,
nombre que hace referencia al aspecto que-
mado que adquieren las plantas afectadas.
Las prospecciones realizadas desde su apari-

cién en la Regién de Murcia han determina-
do la naturaleza estacional de la enfermedad,
ya que sOlo se presenta en primavera y
otofio, mostrando su mayor agresividad a
mitad de dichas estaciones, aunque esto
puede variar en funcién de la campaia
(JORDA et al., 2003). Desde su primera detec-
cion, el “torrao” ha ido apareciendo en dife-
rentes zonas productoras de tomate de nues-
tro pafs.
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Figura |. Sintomas de “torrao” observados en plantas afectadas. a. Amarilleo y necrosis en la zona basal de los
foliolos. b. Cribado de las lesiones necréticas de la base del foliolo. c. Manchas internerviales de color negro que
avanzan hacia la zona apical del foliolo. d. Arabescos necréticos. e. Aspecto general de una planta afectada por
“torrao”. f. Manchas longitudinales endurecidas en los peciolos que se asemejan a “costuras”. g. Manchas negras
longitudinales no endurecidas en los peciolos que forman “chorreras”.
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Los primeros sintomas de la enfermedad
aparecen en las nuevas brotaciones. En las
hojas, puede observarse un amarilleo en la
zona basal de los foliolos y junto al nervio
central que posteriormente se necrosa (Figu-
ra la). Estas lesiones necréticas presentan
una tipica coloracién marrén que evoluciona
a “cribado” (Figura 1b). Otro de los sintomas
observados en las hojas es la aparicién de
manchas necréticas internerviales de color
negro en la base del foliolo, que van avan-
zando hacia la zona apical (Figura lc),
pudiendo formar arabescos (Figura 1d). En
este caso las manchas necréticas negras no
evolucionan, y los foliolos no presentan el
tipico “cribado”, aunque la apariencia gene-
ral de la planta enferma es similar al caso
anterior, tiene un aspecto “quemado” o
“torrao” (Figura le).

En los peciolos, pedinculos y tallos tam-
bién se observa una manifestacién variable
de los sintomas, presentdndose unas man-
chas longitudinales de color pardo, endureci-
das que se asemejan a “costuras” (Figura If).
Estas ‘“costuras” ejercen una tension tal en
los tejidos que desemboca en el retorcimien-
to en espiral de la hoja. En algunos casos,
los peciolos presentan manchas longitudina-
les no endurecidas de color negro que for-
man “chorreras” (Figura 1g). Los sintomas
descritos, tanto en hojas como en tallos y
pectolos, pueden aparecer juntos, presentdn-
dose en la misma planta, o separados, detec-
tdndose plantas aisladas con una u otra mani-
festacion.

Las flores de plantas afectadas por
“torrao” pueden presentar también necrosis
y caer (JORDA et al., 2003). No obstante, es
mads habitual observar la afeccién en los fru-
tos recién cuajados o frutos verdes de menos
de 5 cm de didmetro, mostrando manchas
marrones o negras, pudiendo ser lineales o
circulares (Figura 2a), que presentan aspecto
de “costura”. A medida que el fruto engorda
las lesiones se hacen més evidentes, y la ten-
sién ejercida en el fruto termina por rajarlo
(Figura 2b). Generalmente son los frutos
verdes los que suelen verse en los invernade-
ros con la citada sintomatologia, pero si las

plantas afectadas no son eliminadas, apare-
cen frutos maduros totalmente rajados,
deformados y con necrosis (Figura 2c). En
cualquier caso, estos frutos son comercial-
mente inviables.

Cuando el “torrao” o “cribado” aparece
en los primeros estados de desarrollo, las
plantas presentan porte reducido, frutos
pequefios y cosecha escasa. En ocasiones,
cuando se producen ataques poco SEveros o

Figura 2. Sintomas observados en frutos de plantas

afectadas por “torrao”. a. ““Costuras” en fruto verde.

b. Frutos verdes rajados. ¢. Frutos maduros rajados,
deformados y con necrosis.
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las condiciones no son las adecuadas para el
desarrollo del “torrao” la planta contintia su
desarrollo, emitiendo nuevas hojas y mante-
niendo como tnico sintoma patente el criba-
do en hojas mas viejas (JORDA et al., 2003).

El “torrao” en campo puede aparecer en
infecciones mixtas con otros virus que afec-
tan habitualmente al cultivo del tomate como
son Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV),
Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato spot-
ted wilt virus (TSWV), Tomato chlorosis
virus (ToCV) y el Potato virus Y (PVY). En
estos casos los sintomas se acentdan. Los
sintomas tipicos del “torrao” siempre se ven
asociados con la sintomatologia tipica del
Pepino mosaic virus (PepMV), virosis muy
extendida por las zonas productoras de
tomate de nuestro pais desde 1998 (JORDA et
al., 2001). Las plantas afectadas manifiestan
los sintomas anteriormente descritos junto
con abullonado, filiformismo, rizado y
mosaicos tipicos del PepMV.

Los primeros estudios realizados en la
deteccion del agente causal de la enfermedad
descrita apuntaron a la posible implicacién
de Parietaria mottle virus (ARAMBURU Y
ARINO, 2003), llarvirus de particulas isomé-
tricas que produce una sintomatologia similar
a la tipica de “‘torrao”. Este virus provoca, en
las plantas de tomate afectadas, la aparicién
de manchas necréticas internerviales y ani-
[los en las hojas del brote. Los tallos mues-
tran un mMOSaico que progresa a necrosis,
observandose en la superficie de los frutos
manchas marrones y anillos acorchados. Pos-
teriormente, una comunicacién presentada en
el Tomato Working Group Meeting XV
(Bari, Septiembre 2005) sefal6 que el agente
causal de esta enfermedad es un nuevo virus,
proponiéndose para éste la denominacién
“Tomato torrado virus” (ToTV), compuesto
por particulas esféricas de aproximadamente
28 nm de didmetro similar a las de los miem-
bros de la familia Comoviridae y Sequiviri-
dae (VERBEEK et al., 2005).

La disparidad de criterios junto con otras
observaciones realizadas, han determinado
el planteamiento de este trabajo, donde se
recogen los estudios preliminares realizados

para establecer el posible agente causal de la
sintomatologfa descrita como “‘torrao” o
“cribado”.

MATERIAL Y METODOS

Muestreos realizados

Desde su primera aparicién en el afio
2001, se han venido realizando muestreos en
los invernaderos y campos afectados de dife-
rentes zonas productoras de tomate de Espa-
fia, recogiendo también otras muestras que
presentaban diferentes tipos de necrosis y
sintomatologfas similares al “torrao”. El
nimero de muestras recogidas, el afio de
muestreo y su procedencia se recogen en el
Cuadro 1.

Evaluacion de la incidencia viral

Analisis serolégicos

Las muestras recogidas fueron analizadas
por técnica serolégica DAS-ELISA utilizan-
dose extractos de hojas y/o frutos de dichas

Cuadro 1. Afio de muestreo, nimero y procedencia
del total de muestras recogidas con sintomas de
“torrao” y otras muestras con sintomatologia

similar.
Afio Procedencia N” muestras  Total/aiio
Murcia 28
2001 Alicante l 32
Mallorca
Murcia 19
2002 Alicante 3 24
Vizcaya 2
2003 Murcia 27 34
Canarias 7
Murcia 6
2004 Almeria 2 19
Canarias 9
Tarragona 2
Murcia 98
2005 Canarias 10 110
Valencia 2
2006 Canarias 17 150
Murcia 133
N° total de muestras 369




BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32, 2006 549

Cuadro 2. Antisueros especificos empleados para todos los virus considerados en los anilisis y casas comerciales
a las que pertenecen.

Casa comercial del antisuero

Entidad viral analizada

Loewe Biochemica.
Sauerlach, Germany

Tomato spotted wilt (TSWV)

Potato virus Y (PVY)

Tomato bushy stunt virus (TBSV)

Portato virus X (PVX)

Tomato mosaic virus (ToMV)

Tobacco necrosis virus (TNV)

TNV+ satélite

Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

Groundnut ringspot virus (GRSV)

Broad bean wilt virus- 1 (BBWV-I)

Bio-rad Phyto-Diagnostics.
Marnes- La Coquette, France

Tobacco streak virus (TSV)

Potyvirus-General

Cucumber mosaic virus (CMV)

Alfulfa mosaic virus (AMV)

Tomato blackring virus (TBRV)

Tobacco mosaic virus (TMV)

Tomato ring spot virus (TORSV)

DSMZ Deutsche Sammlung von
mikroorganismen und Zellkulturen.
Braunschweig, Germany

Pepino mosaic virus (PepMV)

Pelargonium zonate spot virus (PZSV)

Pepper mottle virus (PepMoV)

Adgen Phytodiagnostics.
Auchincruive, United Kingdom

Potato virus Y- raza N (PVYn)

Potato virus Y- raza O (PVYo)

plantas frente a los antisueros especificos
para los virus que estdn recogidos en el Cua-
dro 2, con el fin de descartar la implicacién
de las virosis conocidas que atacan al toma-
te. En todos los casos, se siguieron los pro-
tocolos indicados por las propias casas
comerciales, utilizando como testigo negati-
vo tejido de tomate sano y como positivo
extractos foliares de plantas infectadas por
los diferentes virus analizados.

Analisis moleculares

L.as muestras recogidas se analizaron
mediante distintas técnicas moleculares
(PCR, Nested-PCR, RT-PCR e hibridacion
molecular), tras realizar la pertinente extrac-
cién de 4cidos nucléicos. Los extractos de
RNA se obtuvieron empleando el kit de
extraccion RNAwiz (Ambion catalog. n°
9736). En los casos en los que se analizaron

virus cuyo material genético estd compuesto
por DNA, la extraccién de éste se realizé con
el kit EZNA Plant DNA Miniprep kit
(Omega Bio-tek).

El andlisis por PCR de Begomovirus y
TYLCV se llevé a cabo segin el método
descrito por MARTINEZ-CULEBRAS et al.
(2001). Para descartar la presencia de fito-
plasmas las muestras se analizaron mediante
Nested-PCR con cebadores universales de la
forma descrita por LEE et al. (1993). Se apli-
c6 la técnica RT-PCR para la deteccién en un
paso de PepMV, Tomato chlorosis virus,
Tomato infectious chlorosis virus (TICV),
Alfalfa mosaic virus (AMV), Parietaria mot-
tle virus (PMoV) y Bean yellow disorder
virus (BnYDV) usando cebadores especifi-
cos para cada uno de ellos: PepMV (PAGAN
et al., 2006), TICV (VAIRA et al., 2002),
ToCV (Louro et al., 2000), AMV (MarTi-
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NEZ-PRIEGO et al., 2004), PMoV (JANSSEN et
al, 2005) y BnYDV (SEGUNDO et al., 2004).
Se busco descartar la presencia de cualquier
virosis de los géneros Potexvirus, Potyvirus,
Ilarvirus y Luteovirus mediante el andlisis de
las muestras por RT-PCR en dos pasos con
cebadores degenerados para Potexvirus
(MARTINEZ-CULEBRAS et al., 2002), Potyvi-
rus (MARTINEZ-PRIEGO et al., 2002), Ilarvirus
(analisis realizados en el laboratorio del Dr.
Pallds) y Luteovirus, Tospovirus y TSWV
(analisis disefiados en el Laboratorio de
Referencia de Virus y todavia en fase de
experimentacién, no publicados). Todos los
productos amplificados fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en
TAE [X y tefiidos con bromuro de etidio. El
tamafio del fragmento obtenido se establecid
por comparacién con un marcador de pesos
moleculares conocidos GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus (Invitrogen Life Techno-
logies. Barcelona, Espafia). Las muestras se
analizaron posteriormente mediante hibrida-
cién molecular no radioactiva con digoxige-
nina con sonda especifica de PMoV suminis-
trada por el Dr. Pallas (GALIPIENSO et al.,
2005).

Microscopia electrénica de transmision
(M.E.T)

Se seleccionaron 23 muestras que presen-
taban distinto grado de agresividad en la sin-
tomatologia, para su observacién al micros-
copio electrénico de transmisién. Para ello,
se hicieron preparaciones del extracto fresco
de las muestras mediante su tincién con la
sal sddica del dcido fosfotiingstico al 2% pH:
7,2y 6,5, realizdndose asimismo preparacio-
nes con extractos pre-purificados de material
infectado. Se procedi6 a la inclusién en resi-
nas de 35 muestras que presentaban sinto-
mas tipicos de torrao procedentes de las dife-
rentes zonas afectadas, cortdndose con ultra-
microtomo y observidndose mediante M.E.T.
con el fin de identificar posibles inclusiones
virales tipicas de alguno de los virus ante-
riormente citados, detectar la presencia de
particulas virales y los cambios citoldgicos
en el tejido infectado.

Ensayos de transmision

Inoculacién mecéinica artificial

Al comienzo de la primavera del 2001, se
llevé a cabo la inoculacién mecénica de plan-
tas de tomate sanas con material vegetal pro-
cedente de las primeras plantas que mostraron
los sintomas de la enfermedad objeto de este
estudio recogidas en Murcia. Previamente, se
efectud el andlisis seroldgico de las muestras
a inocular, elimindndose aquel material vege-
tal que presentaba infeccién con alguna de las
virosis descritas hasta ese momento en los
campos de produccién de tomate.

Ante los resultados obtenidos en esta
transmisién previa, se realizaron distintos
ensayos de inoculacién mecanica. Para ello,
se seleccionaron muestras que presentaban
los sintomas tipicos de “torrao” descritos
anteriormente, analizdndose asimismo el
material a utilizar en la transmision para des-
cartar la presencia de cualquier otra entidad
que interfiriera con el objetivo marcado de
demostrar la transmisibilidad del posible
agente causal de este sindrome.

Las muestras seleccionadas para realizar
la transmision mecdnica a partir del homoge-
neizado de hoja fresca y sus caracteristicas
quedan recogidas en el Cuadro 3. Asimismo
se realizé una purificacién parcial de los ais-
lados 7826, 7827, 8493, 9023 (Cuadro 4) y se
procedi6 a su inoculacién mecénica artificial.

En los distintos ensayos de transmision se
variaron las condiciones de la inoculacién
(momento del ciclo vegetativo, estado de
desarrollo de la planta, técnica de inocula-
cién, tampén de inoculacién, pH, etc...) para
determinar cudles eran las que permitian la
reproduccién del sindrome. Las plantas ino-
culadas se mantuvieron bajo condiciones
ambientales controladas en invernadero o en
fitotrén.

La variedad de tomate seleccionada para
la realizacién de la transmisiéon mecénica
artificial fue Marmande, excepto en el ulti-
mo ensayo, en el que se utilizé la variedad
Boludo por observar en campo una mayor
sensibilidad a la manifestacién del sintoma
de “torrao”. La inoculacién mecénica se rea-
1iz6 por frotacién con el abrasivo Carborun-
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Cuadro 3. Caracteristicas de los aislados originales empleados en los ensayos de transmisién mediante
inoculacién mecénica del extracto fresco de hoja, niimero de plantas inoculadas con cada aislado, sintomas
observados en las plantas inoculadas y resultados obtenidos en el anélisis a PepMV.

Muestras originales

Plantas inoculadas

N° plantas
N° Si o Resultados inoculadas Sintomas en las Resultados
intomas originales
aislado & a PepMV plantas inoculadas a PepMV
8413 “Torrao”, amarilleo y abullonado - Asintomdtica
8414 “Torrao”. Abullonado - Asintomdtica -
. Mosaico verde claro-
8597 Mosaico verde claro-verde oscuro + 8 oscuro. Evolucién +
a mancha aislada.
8599 “Torrao”, costuras, abullonado + 1 Fuer}g abul!onadn y +
y Mosaico filiformismo
8041 Abullonado. “Torrgo". Inicio de 4 2 . Ligero abullonadp e n
apuntamiento inicio de apuntamiento
Mosaico dorado, mosaico en cdliz Amarilleo internervial,
8942 y tallo. Fruto verde; con manchas + ) abullpnado y +
verde oscuro. Amarilleo en la base deformacién. Mancha
del foliolo y clorético en el dpice. amarilla aislada (1)
8965" Mancha amari_lla aislada + 3 Fuerte qbullonado +
y mosaico y rizado
8975 ‘Toyrao" con cribado, amarilleo + 2 Fuerte abullonado +
internervial y abullonado
Asintomiticas (2)
8980 Abullonado y “torrao™ +! 3 Apuntamiento de +!
foliolos (1)
Abullonado, apuntamiento, Fuerte abullonado
9003 “torrao”, arabesco, cribado, + 2 nervios murcudosy +
amarilleo internervial
9052 “Torrao” - 3 Abullonado e inicio ol
de rizado
Abullonado y
9053 “Torrao” + 3 apuntamiento de los +!
foliolos
Abullonado y
9054 “Torrao” + 3 apuntamiento de los +
foliolos
Abullonado y
9055 “Torrao” + 4 apuntamiento de los .
foliolos. Mancha
aislada.

- Aislado que presentaba en campo sintomas exclusivamente de PepMV.
I Andlisis negativo mediante serologia. Anélisis positivo a RT-PCR con los cebadores especificos de PepMV.

(1), (2): N° plantas afectadas con el sindrome descrito.

dum (tamaiio de particula 0,013 mm) e ino-
culacién con el homogeneizado de hoja fres-
ca de material infectado o del purificado. Se
observd la evolucidn de los sintomas duran-
te 60 dfas, testdndose a los 15 dias de la ino-
culacién serolégicamente y por RT-PCR
segln se creyé conveniente al observar la
sintomatologia obtenida.

Transmisién por injerto

Al comienzo de la aparicién de la enfer-
medad se realizaron dos ensayos previos de
transmisién mediante injerto con el fin de
mantener el material para proseguir el estu-
dio y para comprobar la posible existencia
de un agente fitopatégeno. En dichos ensa-
yos se injertaron dieciséis y veinte plantas
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Cuadro 4. Caracteristicas de los aislados originales purificados, niimero de plantas inoculadas con los
purificados virales obtenidos, sintomatologia observada en las plantas inoculadas y resultados de los
analisis a PepMV.

Muestras originales

Plantas inoculadas

N° plantas
. N° Sintomas originales Resultados  inoculadas Simorqas en las Resultados
aistado a PepMV plantas inocuiadas a PepMV
Abullonado, amarilieo Amarilleo, abullonado, apuntamiento
7826 “torrao”, cicatrices en - y curvamiento de los foliolos. +

foliolos y cribado

Asintomdticas (2)

Abullonado, amarilleo,
7827 “torrao”, cicatrices en +!
foliolos y cribado

Mosaico verde claro-verde oscuro,
amarilleo basal y apuntamiento de
foliolos. Abullonado. Inicio de +
curvamiento de foliolos.
Asintomaticas (2)

“Torrao con cribado,
Abullonado. Mosaico

Apuntamiento de foliolos y

8943 é:}?;:;%’;{f?;{;;zls' + abullonado. Asintomdtica (1) +
i i .
Costuras en tallo.
9023 “Torrao™ . Rizado, abullonado y apuntamiento +

de foliolos. Enanismo (1).

I: Andlisis negativo mediante serologfa. An4lisis positivo a RT-PCR con los cebadores de Potexvirus, secuencia obteni-

da de PepMYV, 97% homologia con aislado Ch2.
(1), (2): N° plantas afectadas con el sindrome descrito.

respectivamente. Se seleccionaron plantas
con sintomas tipicos de “torrao” y se anali-
zaron las muestras seleccionadas para des-
cartar la presencia de cualquier otro agente.
El injerto del material afectado se realizé
por escudete.

Posteriormente, debido a la baja eficien-
cia obtenida en los ensayos anteriores, se
realizaron otros dos ensayos partiendo de
material afectado procedente de campo
como en el caso anterior pero introduciendo
cambios en el procedimiento. Se selecciona-
ron 14 muestras de tomate con sintomas tipi-
cos de “torrao”, 11 procedentes de Canada
del Gallego-Mazarrén (Murcia) recogidas en
mayo de 2005 (ensayo 1) y 3 recogidas en
Calnegre-Mazarrén (Murcia) recogidas en
junio de 2006 (ensayo 2), analizdndolas pre-
viamente a realizar el injerto. El modo de
injerto empleado fue el mismo que en el caso
anterior. Las plantas injertadas en el ensayo
1 se mantuvieron en el fitotrén en condicio-
nes controladas de humedad y temperatura
(20°C/24°C, noche/dia) y las del ensayo 2 se
mantuvieron en invernadero. Las caracteris-

ticas de las muestras originales se recogen en
el Cuadro 5. Se observé la evolucién de las
plantas injertadas y se procedi6 a realizar los
andlisis pertinentes.

RESULTADOS

Evaluacion de la incidencia viral, varie-
dades afectadas y distribucion geografica
del sindrome

Desde que aparecié la enfermedad hace
ya seis afios, se han recogido 369 muestras
que presentaban la sintomatologia descrita
en este trabajo. De las muestras recogidas el
84%, procedian de Murcia, mientras que el
12% aproximadamente correspondian a
muestreos en las Islas Canarias, zonas donde
la incidencia ha sido mds notable. Las mues-
tras recogidas en la mitad norte del pais (Viz-
caya, Tarragona y Valencia) presentaban una
necrosis en los foliolos, que se podria con-
fundir con los tipicos sintomas de “torrao”
como puede observarse en la (Figura 3a y
3b), sin embargo los resultados de su diag-
nostico diferfan de las muestras recogidas en



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32, 2006 553

Figura 3. Sintomas observados en plantas infectadas por PMoV. a. Areas necréticas en los foliolos tipicas de PMoV.
b. Circulos necréticos en fruto verde causados por PMoV.

las otras zonas muestreadas. Hay que pun-
tualizar que las 3 muestras de “torrao” reco-
gidas en Mallorca, procedian de un semille-
ro de Murcia. Seguln nuestros datos, la sinto-
matologia tipica del sindrome conocido
como “torrao” o “cribado” ha sido detectada
en Murcia, Almeria, Alicante, Tenerife, Gran
Canaria y Mallorca.

En general se puede afirmar que todas las
variedades de tomate cultivadas en la actua-
lidad se ven afectadas en mayor o menor
grado por el “torrao”. Se observaron diferen-
cias en el comportamiento de las diferentes
variedades en cuanto a la agresividad y
momento de aparicién de los sintomas de
“torrao”, sin embargo parece apreciarse una
menor sensibilidad en algunas variedades
resistentes a otras virosis, aunque esta apre-
ciacién requiere un mayor estudio al respec-
to. Las variedades mds sensibles presentan
tempranamente sintomas tanto en hoja como
en frutos todavia verdes.

La distribucién de las plantas afectadas en
el interior de los invernaderos suele presen-
tarse en focos localizados generalmente en
las lineas cercanas a las puertas, asi como en
las zonas cercanas al pasillo central, aunque
en las filas centrales del invernadero y en la
parte intermedia de las filas, también se pre-
sentan plantas afectadas. El nimero de plan-
tas afectadas va incrementdndose con el paso
del tiempo. Segtin testimonios de los propios
productores y estudios llevados a cabo por
uno de los autores de este articulo, se obser-

va una clara relacién entre la incidencia de la
enfermedad y presencia de Trialeurodes
vaporariorum Westwood en campo.

Resultados de los analisis realizados a
las muestras recogidas

Anadlisis serolégicos

Los resultados seroldgicos de todas las
muestras recogidas de campo a lo largo de
los diferentes afios se sintetizan en la Figura
4. De todas las virosis analizadas, la que pre-
sent6 un mayor ndmero de resultados positi-
vos fue el Pepino mosaic virus, donde un
60% de las muestras analizadas fueron posi-
tivas (Figura 4). El 11% de los casos anali-
zados a TSWV resultaron positivos, asi
como el 6% de los andlisis realizados a PVY.
Debemos indicar que los resultados positivos
obtenidos en los andlisis de TSV y el TNV +
satélite dieron una sefial muy débil, por lo
que no fueron considerados como resultados
fiables, pudiendo tratarse de falsos positivos
por una escasa sensibilidad del suero utiliza-
do o ruido de fondo del experimento.

Hay que indicar que los andlisis seroldgi-
cos iban dirigidos por la sintomatologia pre-
sentada; se recogieron diferentes tipos de
necrosis, pero alguna de ellas entraba en €]
estudio sospechosa de ser portadora de otros
agentes virales que desarrollan también sin-
tomas de necrosis, como es el caso de PVY,
AMV, PVX o el propio TSWV. En otros
casos, se analizaron virosis que han sido des-
critas en otros paises como productoras de
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Anélisis mediante serologia

uestras positivas
0 Muestras negativas

N° de muestras

MV
TSWV
PVY
TBSV
PVX
ToMV
TNV
TSV
Poty-G
PepMV
AMV
PZSV
TCSV
GRSV
TBRV
PVYn
PVYo
T™V
PepMoV
ToRSV
BBWV-I

TNV+ satélite

Virus analizado

Figura 4. Nimero de positivos y negativos del total de muestras analizadas para cada una de las virosis estudiadas
mediante analisis por serologia.

Analisis mediante técnicas moleculares

N° de muestras

TYLCV
PepMV
TICV
ToCV
TSWV
AMV
PMoV
BnYDV
Potyvirus
Potexvirus
Ilarvirus
Lutcovirus
PMoV

Fitoplasmas

:
;

Entidad analizada

Figura 5. Namero de positivos y negativos del total de muestras analizadas para cada una de las entidades estudiadas
mediante andlisis por técnicas moleculares.
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necrosis en tomate como es el caso de PZSV,
descrito en Italia (GALLITELLI, 1982).

Analisis moleculares

Los resultados de los distintos analisis
moleculares se resumen en la Figura 5. Los
analisis realizados mediante RT-PCR con los
cebadores especificos de PepMV resultaron
positivos en el 43% de los 322 casos anali-
zados, estando presente también el ToCV en
el 37% de las 68 muestras analizadas a este
virus (Figura 5).

El Pepino mosaic virus se analiz6 en algu-
nas muestras, como se ha explicado anterior-
mente, mediante distintas técnicas de anéli-
sis: serologia, RT-PCR con cebadores espe-

cificos y mediante RT-PCR en dos pasos con
cebadores degenerados de Potexvirus. En
aquellas muestras a las que se realizé més de
un andlisis para la deteccidn de esta entidad,
normalmente los resultados fueron coinci-
dentes, pero en algunos casos por ejemplo,
en muestras que por serologia habian resul-
tado negativas, el andlisis mediante RT-PCR
con cebadores especificos de PepMV resulté
positivo, debido 16gicamente a la mayor sen-
sibilidad de la técnica molecular. En deter-
minados casos, hubo que recurrir a la RT-
PCR con cebadores degenerados del género
Potexvirus y posterior secuenciacion para
determinar la presencia de este virus.
Haciendo un recuento total del nimero de

Figura 6: Observaciones del extracto directo de hoja y de cortes de inclusiones en resina mediante M.E.T.
a. Varillas agregadas y degradadas observadas en la preparacién del extracto fresco de muestras afectadas por “torrao”.
b. Particulas virales tipicas de PepMV y ToCV en la preparacién del extracto fresco de muestras afectadas
por estos virus. ¢. Cloroplasto totalmente hinchado y deformado perteneciente al tejido de una planta afectada por
“torrao”. d. Inclusiones de paticulas flexuosas tipicas de los Potexvirus.
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muestras positivas al PepMYV, independiente-
mente del andlisis realizado, se obtuvieron
228 muestras positivas de un total de 339
muestras analizadas, es decir, mas de un
67% de las muestras analizadas a este virus
resulté positivo al andlisis.

Los analisis de PMoV sélo resultaron
positivos en cuatro muestras que procedian
de Vizcaya, Valencia y Tarragona, y que
como hemos sefialado anteriormente mostra-
ban una sintomatologia similar, pero no
idéntica a la del resto de muestras de otras
procedencias.

Microscopia electrénica de transmision
(M.E.T)

Los extractos de hoja fresca con sintomas
tipicos de “torrao” o “cribado” con diferen-
tes grados de agresividad observados
mediante M.E.T., mostraron la presencia de
particulas en forma de varillas alargadas y
rigidas que se agregaban entre ellas, apare-
ciendo en grupos en toda la preparacién. En
la Figura 6a pueden observarse dichas
estructuras en comparacion con las particu-
las que presentan extractos de hoja infecta-
das con PepMV y ToCV de otra preparacién
(Figura 6b). La observacién del purificado
viral mediante M.E.T, puso de manifiesto la
presencia de las mismas estructuras agrega-
das que aparecian en el extracto de tejido
fresco, pero en mayor cantidad y agregacion.

En las inclusiones realizadas con las mues-
tras infectadas no se observaron dichas estruc-
turas agregadas, y uno de los cambios ultraes-
tructurales mds evidentes fue la deformacion
total de los cloroplastos que se hinchaban
totalmente (Figura 6¢), llegando a estallar. En
algunos casos se observaron los vasos llenos
de particulas flexuosas y en el citoplasma
inclusiones de particulas flexuosas tipicas de
los Potexvirus (Figura 6d). En ninguno de los
casos, se observaron particulas esféricas o
inclusiones que hicieran sospechar la presen-
cia de otro tipo de agentes. Hay que recordar
que el material con el que se realizaron los
estudios de microscopia electrénica previa-
mente habia sido analizado para asegurar que
no era portador de otras virosis.

Ensayos de transmision

Inoculacién mecanica artificial

En los ensayos previos Unicamente se
consiguié obtener sintomas tipicos de
PepMYV en las plantas inoculadas, por lo que
se pensé que procedia de la planta original,
aunque en el andlisis previo habia resultado
negativo.

En los ensayos posteriores las plantas ino-
culadas con extractos crudos de los aislados
n® 8413 y 8414 no mostraron ninguna sinto-
matologia y al ser analizadas por ELISA a
PepMYV resultaron negativas (Cuadro 3). Sin
embargo, el resto de aislados inoculados si
mostraron sintomatologias concretas que
estdn descritas en el Cuadro 3, asi como Jos
resultados de los andlisis realizados median-
te serologia. Las plantas inoculadas presen-
tan tipicos sintomas de PepMV como filifor-
mismo en distintos grados, abullonado y
rizado. Algunas plantas inoculadas con los
aislados n® 8942 y 9055, mostraron mancha
amarilla aislada. No se consiguié reproducir
los sintomas de “torrao” en ninguna planta
inoculada, pero si aparecieron sintomas no
presentes en las plantas originales como el
caso de mancha aislada en las plantas inocu-
ladas con la muestra n® 9055. En las plantas
inoculadas con un aislado original con sinto-
mas exclusivamente de PepMV (n° 8965) el
aspecto general de las plantas inoculadas era
similar al de otras inoculadas con aislados
con los sintomas tipicos de “torrao” (n°
8975).

Las plantas que habfan sido inoculadas
con el aislado n® 8599, que presentaba sinto-
mas de “torrao” originariamente (Cuadro 3),
manifestaron un abullonado y filiformismo
muy marcado, ya visible a los 15 dias des-
pu€s de la inoculacién (ddi). Las plantas ino-
culadas con el aislado n® 8597, que mostraba
originalmente sintomas exclusivamente de
PepMV (Cuadro 3), a los 15 ddi mostraron
un mosaico muy fuerte verde claro-oscuro,
similar al de la planta original. Las plantas
inoculadas con estos dos aislados se reubica-
ron en el invernadero para que recibieran
mayor iluminacién. Dias mds tarde (45 ddi)
se observé en las plantas inoculadas con el
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aislado n® 8597 la aparicién de mancha ama-
rilla aislada ademds del mosaico que ya pre-
sentaba. Las plantas inoculadas con el aisla-
do 8599, mantuvieron los sintomas descritos
anteriormente.

Las plantas inoculadas con los purificados
virales de los aislados n® 7826 y 7827 comen-
zaron a manifestar algunos sintomas (Cuadro
4) al mes de ser inoculadas. Las plantas mos-
traban amarilleos, en algunos casos, otras
abullonados, e incluso en algunas se observa-
ba un curvamiento del foliolo hacia el envés.
Los sintomas evolucionaron haciéndose mds
intensos y, en determinadas plantas, generan-
do un mosaico internervial de distinta intensi-
dad en las diferentes plantas, y clareado de
venas que recordaban a los sintomas de
PepMYV. En ningun caso se consiguid repro-
ducir los sintomas de “‘torrao”. En cambio, las
plantas inoculadas con los purificados virales
de los aislados n® 8943 y n° 9023 ya a los 15
ddi mostraban sintomas caracteristicos, reco-
gidos en el Cuadro 4. El aislado n° 9023, pre-
sentaba sintomas mds agresivos de apunta-
miento y abullonado que el n° 8943.

En todos los casos, los andlisis mediante
serologia a PepMV resultaron positivos a
excepcidn de los aislados n® 8413 y n° 8414
indicados anteriormente.

Figura 7: Necrosis del foliolo observada en la planta
injertada con el aislado n°® 8976 (flecha).

Ensayos de transmisién por injerto

En los ensayos previos de transmisién por
injerto, se obtuvo una sola transmision en el
lote de las dieciséis plantas injertadas, mani-
festdndose el sintoma tipico de *“torrao”,
pero fue tan agresivo que la planta murié a
los pocos dias. En el lote de las veinte plan-
tas injertadas no se obtuvo la necrosis busca-
da, apareciendo tnicamente sintomas tipicos
de PepMV a pesar de que se partié de mate-
rial vegetal cuyo andlisis por técnicas mole-
culares resulté negativo a dicho virus.

En las plantas injertadas con material
infectado con “torrao” procedente de Cafada
del Gallego (Murcia) inicamente se observé
en tres de las plantas injertadas un curva-
miento en espiral del foliolo (Cuadro 5). Se
realizaron andlisis para descartar la implica-
cion del PepMV vy sélo tres de las muestras
resultaron positivas. Los resultados de los
andlisis se recogen en el Cuadro 5. Las plan-
tas injertadas con material procedente de
Calnegre (Murcia) manifestaron un ligero
filiformismo, mostrando en un solo caso un
ligero amarilleo basal de los foliolos. Una de
las plantas injertadas con el aislado n® 8976
presentd una ligera necrosis en los foliolos
que podria tratarse de la transmisién de la
enfermedad (Figura 7). Los resultados de los
andlisis a PepMV del segundo ensayo de
transmisién por injerto resultaron positivos
en todos los casos a excepcion de 2 de las
cuatro plantas injertadas con el aislado n°
9010, probablemente debido a un fallo en el
injerto (Cuadro 5).

Repeticion de analisis en base a los dife-
rentes resultados obtenidos

Debido a la continua asociacién del
“torrao” con PepMV, se plantea la posible
implicacién de este Gltimo en el sindrome
descrito. Ademds, en base a los resultados
obtenidos, se observé la continua aparicién
de sintomas tipicos de PepMV al inocular
plantas con muestras originalmente afecta-
das por “torrao”. Los resultados positivos a
PepMV en estas muestras inoculadas nos
llevé a volver a analizar algunas muestras
originales, que en un principio habian resul-
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Cuadro 5. Caracteristicas de las muestras originales empleadas en los ensayos de injerto, numero de plantas
injertadas y resultados del obtenidos del injerto: sintomatologia y analisis a PepMV.

Muestras originales

Plantas inoculadas

N° plantas
N¢ Si ;o Resultados inoculadas Sintomas en las ~ Resultados
i intomas originales .
aislado & a PepMV plantas inoculadas  a PepMV
Mosaico verde claro-oscuro, necrosis con
7522 cribado y abullonado en foliolos. Necrosis en - 2 Asintomética
peciolo.
7528 Abullonado y cribado fase intermedia, 4 | Asintomitica
mosaico. Necrosis incipiente en los peciolos
- Necrosis tipo “torrao” en los foliolos. . .
. . - at
529 Abullonado. Curvamiento de foliolos 2 Asintomética
7531 Cribado incipiente. Abullonado y mosaico + 2 CUT\’?(T)I’II:(C);’I;O del +
~| 7533 Mgsalco, abu]lonado y cnbado incipiente en 2 2 Asintomtica
foliolos. Comienzo de necrosis en el peciolo.
°l 7534 Mosaico. Abullonado. Cribado incipiente. 4 1 Asintomtica +
= Apuntamiento. Retorcimiento de los foliolos.
- .
2| 1537 Abullonadp. Cnb;ndo muy avanzado. + | Asintomatica )
- Necrosis. Peciolos necrosados
“Torrao” tipico. Cicatrices en el peciolo. 2 : .
7544 Mosaico, abullonado. Arabesco. * 2 Asintomdtica *
Mosajco, retorcimiento, abullonado Curvamiento del
7547 y necrosis en foliolos con cribado. costras en 2 foliolo -
peciolo.
7548 Necrosis que avanza desde la ‘base del foliclo. + | Asintomdtica .
Abullonado en foliolos
Curvamiento de foliolos. Necrosis y cribado.
7558 Peciolos con costras que provocan su + 1 Asintomdtica -
curvatura.
w » . Amarilleo basal de
Torrao™, amarilieo, abullonado y .
8966 ; . . + 2 los foliolos. +
e~ curvamiento del foliolo en forma de espiral . .
Filiformismo
) Abullonado,
> ; :
«| 8976 “Chorrera”, “torrao”, cribado avanzado + 2 ﬁhf_ormlsmq.
” Necrosis en foliolos
= (M
= I an? :
9010 Costras y “torrao” en foliolos. Fruto reventado + 4 Ligero filiformismo 3
con anillos, abullonado

I Andlisis negativo mediante serologia. Andlisis positivo mediante RT-PCR con los cebadores de Potexvirus.
2: Andlisis negativo mediante serologia. An4lisis positivo mediante RT-PCR con los cebadores especificos de PepMV.
3: Unicamente 2 de las 4 plantas injertadas result$ positiva.

(1): N° plantas afectadas por el sintoma observado.

tado negativas. Se pretendia asimismo con-
firmar si se trataba de una posible contami-
naci6n de las plantas inoculadas. Se realizé
la RT-PCR con los cebadores degenerados
de Potexvirus y se consiguié amplificar la
banda esperada de 760 pb, que se purificé
con el High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany) y se secuencié. La secuencia
obtenida, al compararla con las secuencias
de Gen Bank presenté un 97% de homolo-
gia con el aislado Ch2 de PepMV (Acces-
sion number: DQO000985) recientemente
publicado.

Este nuevo resultado determinaba que los
negativos a PepMV obtenidos hasta el
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momento con las técnicas tradicionales podi-
an tratarse de falsos negativos, ya que este
nuevo aislado no siempre resultaba positivo
por serologia 0 mediante RT-PCR con los
cebadores especificos de PepMV. Por todo
ello, se ha disenado un nuevo método de
deteccion que permite la diferenciacién de
tres tipos de aislados de PepMV que actual-
mente se encuentra en fase de publicacion.
Con este método, se han vuelto a analizar
122 muestras, hasta el momento, con sinto-
mas tipicos de “torrao” recogidas de campo
a lo largo de los distintos aiios de estudio y
de distintas zonas geogréficas. Los resulta-
dos del andlisis han determinado que 104
muestras son positivas, caracterizandose
éstas como el aislado Chileno 2 de PepMV.

DISCUSION

El cultivo del tomate presenta una com-
plejidad fitosanitaria propiciada por su gran
intensificacion, complejidad que se ve refle-
jada en la aparicién de nuevas enfermedades
de etiologia diversa. El caso del “torrao” o
“cribado”, enfermedad de etiologia viral pre-
sente en nuestro pais mds de seis aios (JORDA
et al., 2003), produce infecciones muy graves
tanto por si solo, como en infecciones mixtas
con otras entidades virales presentes en el
campo, las cuales agravan sus sintomas e
incluso a veces llevan a confundirlos, debido
a su capacidad de producir necrosis en plan-
tas de tomate afectadas. Estas causas incre-
mentan la dificultad del diagnéstico de esta
enfermedad. Asimismo, se aprecia la influen-
cia de diversos factores que confluyen para
determinar la manifestacién de la misma, lo
que obliga a tener en cuenta la pluralidad de
los distintos componentes implicados que
interaccionan en la determinacion del sindro-
me e intentar determinar no sélo el agente
causal sino también dichos componentes.

Segtin los muestreos realizados a lo largo
de los afios, queda patente que esta enferme-
dad presenta una mayor incidencia en Mur-
cia, habiéndose recogido también un impor-
tante nimero de muestras en Canarias y en
menor medida en otras zonas productoras.

Los sintomas causados por el “torrao” o
“cribado”, se diferencian de la infeccién por
Farietaria mottle virus (PMoV), llarvirus
detectado en tomate en Espafa en 2001
(ARAMBURU, 2001). Unicamente las muestras
recogidas de la mitad norte del pais (Vizcaya,
Tarragona y Valencia), ademds de presentar
una necrosis algo diferente a la tipica del
“torrao”, resultaron positivas a este [larvirus.

En campo pueden observarse diversidad
de sintomas necroéticos en plantas de tomate,
que pueden confundirse en ocasiones, como
se ha reiterado a lo del trabajo, con la sinto-
matologfa tipica de “‘torrao”. Entre ellas,
ademads de la necrosis causada por PMoV
indicada anteriormente, otros virus como el
TSWYV, PVY, PVX 0 AMV también pueden
producir necrosis. Algunas de las muestras
recogidas, presentaban necrosis causadas
por los virus anteriormente citados, y su
diagndstico permiti6 establecer una compa-
racién entre las necrosis producidas por
estos agentes y la necrosis tipica de “torrao”
para su diferenciacion en futuros muestreos.
Por otra parte, en plantas con sintomas de
“torrao” se han encontrado, al margen de
PepMV presente en la mayoria de las mues-
tras, otros virus que habitualmente se
encuentran en el campo en infeccién mixta
con “torrao’” como es el caso del ToCV. Por
todos estos motivos, no es de extraiar que se
presenten resultados positivos a estos virus
en los andlisis realizados. También cabe
indicar la presencia de otras necrosis en el
cultivo del tomate, diferentes en su expresion
al sindrome que nos ocupa, de las cuales se
desconoce su etiologia.

La aparicion, incidencia y agresividad de
los sintomas de *“‘torrao” se ven influenciadas
por la confluencia de factores anteriormente
indicada. Entre ellos, la variedad de tomate a
la que infecta y Jas condiciones ambientales
de humedad, temperatura e iluminacién son
factores determinantes en la aparicion del sin-
drome. Por tanto, las dificultades observadas
en los intentos de transmision realizados se
deben a esta dltima causa, no se han conse-
guido alcanzar las condiciones idoneas para la
reproduccién del sindrome en las instalacio-
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nes donde se llevaron a cabo los ensayos de
transmisién. Unicamente en el caso del injer-
to se consiguid reproducir los sintomas.

A lo largo de los afos se ha considerado
siempre que el agente causal, tras descartar
otras entidades, debia ser un virus descono-
cido, ya que ninguna virosis conocida habia
resultado positiva. La reciente comunicacidn
a un congreso de un grupo de trabajo holan-
dés, ha sefialado como el agente causal de
esta enfermedad un nuevo virus, similar en
morfologia y tamafio de particula a los
miembros de la familia Comoviridae y
Sequiviridae, pero con una organizacion
gendmica distinta y sus secuencias no homé-
logas a virus de estas familias (VERBEEK et
al., 2005). Las observaciones realizadas
mediante microscopia electrénica, en el pre-
sente estudio, tanto de extracto crudo de
muestras infectadas por “torrao” o “cribado”
como de purificados virales, no presentan en
ningun caso particulas de las caracteristicas
sefialadas por estos autores. Unicamente se
han encontrado en todos los casos particulas
en forma de varillas alargadas que aparecen
agregadas, aunque bastante degradadas,
morfologia totalmente distinta a la que pre-
sentan los miembros de las familias indica-
das. Si bien, la sintomatologia descrita por
estos autores para el Tomato torrado virus
cursa con necrosis internervial que se inicia
desde la base del foliolo, en ningin caso des-
criben el tipico “cribado” en hoja ni la defor-
macién y rajado en fruto.

Debido a los resultados de los distintos
ensayos de transmision realizados que siem-
pre reproducian el PepMV y a la constante
asociaciéon en campo del PepMV y el
“torrao”, se plante6 estudiar la posible impli-
cacién del PepMV en esta enfermedad,
reconsiderando asi la hipétesis de partida.
Para estudiar la asociacién PepM V- “torrao”,
como se ha indicado anteriormente, algunas
de las muestras positivas a PepMV afectadas
por “torrao”, se secuenciaron, y la secuencia
obtenida se alineé con las publicadas en el
Gen Bank obteniéndose una homologia del
97-98% con el aislado Chileno 2 del Pepino
mosaic virus.

Este resultado ha conducido al disefio del
nuevo sistema de deteccién que permite la
diferenciacién de tres tipos de aislados del
PepMYV, anteriormente descrito. Este método
ha permitido la obtencién de 104 positivos
caracterizados como aislado Chileno 2 de
PepMV de las 122 muestras ensayadas hasta
el momento. Actualmente, el estudio se
encuentra en fase de volver a analizar y com-
probar los negativos obtenidos, ya que debi-
do a la antigiiedad de algunas de las mues-
tras empleadas y del estado del material
vegetal de partida que suele estar bastante
oxidado, han podido presentarse falsos nega-
tivos al andlisis. Aun asi, el porcentaje de
positivos obtenido con el nuevo método, que
alcanza el 89%, es lo suficientemente eleva-
do como para poder afirmar que el aislado
Chileno 2 del Pepino mosaic virus estd pre-
sente en las muestras de “torrao”. Se han rea-
lizado también andlisis a algunas plantas de
los distintos ensayos de transmisién y por el
momento el agente transmitido en las inocu-
laciones e injertos ha resultado ser el
PepMV- Aislado Ch2. E!l hecho de que un
aislado de PepMV esté implicado en esta
enfermedad y pueda producir sintomas de
necrosis no se aparta del comportamiento
habitual de este virus, ampliamente extendi-
do en el cultivo de tomate en Espaiia, ya que
el PepMV presenta una gran variabilidad
sintomatoldgica y una clara dependencia de
las condiciones ambientales (JORDA et al.,
2000; PAGAN et al., 2006).

En Espaiia estudios sobre la variabilidad
genética y la estructura poblacional del
PepMV en cultivos de tomate afectados
determinaron que el genotipo prevaleciente
en Espafia era los aislados tipo Europeo
(80% de la poblacién pertenecia a dicho
aislado). Con una menor frecuencia relati-
va, se encontraban también los aislados
tipo Peruano, aunque estos siempre apare-
cian en infecciones mixtas con el aislado
Europeo (PAGAN et al., 2006). La publica-
ci6n del nuevo aislado Ch 2 de PepMV y la
identificacién de éste en muestras afecta-
das por ‘“torrao” amplia esta estructura
poblacional, aunque se necesitan un estu-
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dio mas exhaustivo al respecto. La secuen-
cia completa de este nuevo aislado de
PepMV (Ch2) se caracteriza por presentar
una homologia del 91% con el aislado US2
de este virus. Ambos aislados forman un
grupo que se diferencia del resto de aisla-
dos en un 80%, porcentaje que lleva a pen-
sar en una gran diferencia a nivel molecu-
lar entre estos aislados y los comiinmente
encontrados en nuestro pais, hecho que
podria determinar asimismo una gran dife-
rencia en el comportamiento biolégico del
aislado, tanto en manifestacidn de sintomas
como en condiciones propicias para su
manifestacion.

Por otra parte, los resultados obtenidos
mediante serologia nos indican que aproxi-
madamente 40% de las muestras analizadas
a PepMV resultaron negativas al analisis,
hecho que se explica con la menor sensibili-
dad que presenta esta técnica frente a los
andlisis moleculares. El disefio del nuevo
método nos ha permitido comprobar que
algunas muestras negativas por serologia
eran realmente positivas.

De este trabajo se concluye que la enfer-
medad denominada “torrao” estd presente en
Espana desde su aparicién, manifestandose
en mayor o menor medida segiin la campana,
muy dependiente de condiciones ambienta-

ABSTRACT

les y de la variedad a la que infecta. También
se pone de manifiesto la presencia del aisla-
do Chileno 2 del Pepino mosaic virus en este
sindrome. Queda pendiente determinar exac-
tamente las condiciones ambientales bajo las
cuales este agente, sélo o en combinacién
con otro, es capaz de alterar su sintomatolo-
gia tipica de PepMV y causar necrosis, cri-
bado y costuras en plantas de tomate infecta-
das. Por otra parte, hay que destacar que tni-
camente ha sido determinada una pequefia
parte del total de su genoma en la que se
establece la relaciéon de homologia con el
aislado Chileno 2. Se requiere, por tanto, la
realizacion de estudios més amplios de otras
partes del genoma para determinar si es real-
mente este nuevo aislado de PepMV o pudie-
ra tratarse de una nueva entidad muy proxi-
ma a este virus, lo que implicarfa para su
establecimiento, entre otros, estudios sobre
su comportamiento bioldgico en plantas hos-
pedantes.
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A new disease, known with the local name of “torrao”, is reported in Spanish toma-
to crops since springtime of 2001. Affected plants show necrotic spots starting at the
base of the leaflets. Later these spots fall down producing little holes (“cribado”). Lon-
gitudinal stains appear on the stems and the fruits are distorted with necrotic lines and
finally crack. becoming unmarketable. Affected plants present a burn-like appearance.
Sampling carried out since the apparition of the disease. has determined more inciden-
ce in Murcia (84%) and Canary Islands (12%). following a lower frequency in Alme-
ria and Alicante. The results of the analysis performed determined that 67% of the sam-
ples were positive to Pepino mosaic virus (PepMV) from a total of 369 samples analy-
sed. Transmission assays have only reproduced the symptoms of the disease in two
plants grafted with infected plants. The rest of the plants inoculated or grafted showed
typical PepMV symptoms. Posterior analysis confirmed this fact. All the results poin-
ted out the design of a new diagnosis method that allowed the characterization of 89%
of the tested samples as Chilean 2 isolate of PepMV, recently published in the Gen
Bank database (Accesion number: DQO0098S5). To our knowledge, this isolate could be
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one of the implicated agents on the syndrome development together with other unde-

termined factors.

Key words: Pepino mosaic virus, shot-hole, electron microsope, diagnosis, virosis,

serology, RT-PCR.
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