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Avances en el estudio del ‘‘torrao’’ o cribado del tomate
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INTRODUCCION

El “torrao™ es una enfermedad presente en nuestro pafs desde 2001, que sigue pre-
sentdndose en cada campaiia de tomate con mayor o menor incidencia segin el ajfio. Las
plantas afectadas muestran necrosis en |a parte basal de los foliolos que puede evolucio-
nar a cribado, manchas longitudinales en los peciolos y manchas necréticas en fruto, que
terminan por rajarlo. El presente trabajo es la continuacién del publicado en el nimero
32 de esta revista titulado “Necrosis del tomate: “torrao” o cribado” y surge de los resul-
tados obtenidos tras la reciente publicacién de la identificacion y caracterizacién del
nuevo virus “Tomato torrado virus” (ToTV) como agente implicado en la enfermedad
conocida como “torrao”. En este estudio se seleccionaron 94 muestras procedentes de
prospecciones realizadas en invernaderos de Murcia durante los afios 2003 a 2006. La
aplicacién RT-PCR e hibridacién molecular para la deteccién de ToTV ba permitido
detectar la presencia de esta nueva virosis en 87 de las muestras analizadas. En 83 de
ellas, se encontré la presencia conjunta de este nuevo virus con el Pepino mosaic virus
(PepMV), mayoritariamente con el aislado tipo Chileno 2 (Accesién number:
DQO0095). Se plantean nuevos estudios para determinar la implicacion de ambos virus,
ToTV y PepMYV, en el desarrollo dei sindrome conocido como “torrao” del tomate.
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El “torrao” o cribado del tomate es una
enfermedad presente en Espana desde el afio

El trabajo que se presenta a continuacién
recoge los avances en el estudio de la enfer-
medad conocida como “torrao” desde la
publicacién en el anterior nimero de esta
revista del articulo titulado “Necrosis del
tomate: “torrao” o cribado”, tras la reciente
de identificacion y caracterizacion del Toma-
to torrado virus (ToTV) como agente impli-
cado en el sindrome (VERBEEK et al., 2007).

2001, habiendo sido detectada por primera
vez en invernaderos de Murcia, y cuya dis-
persién geogréfica y agresividad se ha ido
incrementando hasta la actualidad. El nom-
bre de la enfermedad, “torrao”, hace referen-
cia al aspecto quemado que adquieren las
plantas afectadas. Al principio, las plantas
muestran un amarilleo en la base de los
foliolos que posteriormente se necrosa
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Figura |: Sintomas de “torrao” observados en plantas afectadas.
a. Amarilleo y necrosis en la zona basal de los foliolos, que posteriormente evoluciona a cribado.
b. Manchas internerviales de color negro que avanzan desde la base a la parte apical del foliolo.

(Figura la) y perfora, produciendo el tipico
“cribado” en los foliolos; en otros casos, los
foliolos presentan unas manchas necrdticas
internerviales que van avanzando desde la
base hacia el apice del foliolo, sin que llegue
a producirse dicho “cribado” (Figura 1b). En
los tallos y peciolos aparecen manchas lon-
gitudinales que pueden ser de color pardo,
endurecidas a modo de *“costuras” (Figura
2a), o manchas mds oscuras no endurecidas
a modo de “chorreras” (Figura 2b). Los fru-
tos de las plantas afectadas presentan costu-

ras marrones o negras que, al engordar el
fruto, terminan por rajarlo (Figura 3).

En trabajos anteriores se ha constatado la
amplia extensién de la enfermedad en las
principales zonas productoras de tomate de
nuestro pais, habiéndose recogido y analiza-
do un amplio nimero de muestras de diver-
sas procedencias a lo largo de los seis afios
de historia de esta enfermedad (ALFARO-FER-
NANDEZ et al., 2006). Asimismo, las diversas
prospecciones realizadas han permitido
determinar la naturaleza estacional de la

Figura 2: Sintomas de “torrao” observados en tallos de plantas afectadas.
a. Manchas longitudinales endurecidas a modo de “costuras”.
b. Manchas longitudinales no endurecidas a modo de “chorreras”.
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Figura 3. Fruto de planta afectada por “torrao”
presentando las costuras tipicas, que al evolucionar
terminan rajéndolo.

enfermedad, presentdndose ésta en primave-
ra y otoflo con mayor agresividad a mitad de
primavera y otoiio, aunque esto puede variar
en funcién de la campana (JORDA er al,
2003). Los muestreos realizados han deter-
minado la aparicidn del “torrao” en infeccio-
nes mixtas con otros virus que afectan habi-
tualmente al cultivo del tomate, como el
Tomato spotted wilt virus (TSWV), el Potato
virus Y (PVY) y el Tomato chlorosis virus
(ToCV), que producen una intensificacién de
los sintomas causados por dicha enfermedad
(ALFARO-FERNANDEZ et al., 2006). Hay que
destacar, que dificilmente se encuentran
plantas afectadas por “torrao” no infectadas
con Pepino mosaic virus (PepMV), virosis
presente en nuestro pais desde 2000 y
ampliamente extendida en Espafia (JORDA et
al., 2001).

Los primeros estudios para la determina-
cién del agente causal indicaron la posible
implicacién del llarvirus Parietaria mottle
virus (PMoV) (ARAMBURU y ARINO, 2003),
afirmacion descartada no sélo por ta diferen-
cia sintomatolégica que este virus produce
en tomate, sino también por no detectarlo en
ninguna de las muestras recogidas en los
muestreos realizados durante las distintas
prospecciones. Solo se ha detectado la pre-
sencia de esta virosis asociada a necrosis en
tomate en Vizcaya, Tarragona y Valencia,
aunque como se ha indicado anteriormente

la sintomatologia es claramente distinta
(ALFARO-FERNANDEZ et al., 2006).

La reciente publicacién en esta revista de
los estudios realizados por nuestro grupo
hasta el verano de 2006, demostraron la aso-
ciacién persistente del PepMV, concretamen-
te del aislado tipo Ch2 (GenBank, accesion
number: DQ00098S), en las muestras proce-
dentes de campo con sintomatologia tipica de
“torrao” recogidas a lo largo de los distintos
afios de estudio (ALFARO-FERNANDEZ et al.,
2006). Por otro lado, una comunicacién oral
presentada en el XV Tomato Working Group
Meeting celebrado en Bari en Septiembre de
2005, apunté Ja implicacién como agente
causal de esta enfermedad de un nuevo virus
denominado  “Tomato torrado virus”
(ToTV). Este virus formado por particulas
esféricas de 28 nm de didmetro, es una enti-
dad cercana a los miembros de las familias
Comoviridae y Sequiviridae (VERBEEK et al.,
2005). Recientemente, el mismo grupo de
autores holandés ha publicado estudios en
relacion con la etiologia de la enfermedad
denominada “torrao”. En primer lugar, el
registro de la patente internacional (n® WO
2006085749), publicada el 17 de agosto de
2006, donde se recoge gran cantidad de infor-
macion sobre la nueva entidad viral determi-
nada como agente causal del “torrao”, deno-
minada por los autores como “Tomato torra-
do virus” (ToTV). En dicha informacién se
detalla, entre otras cosas la secuencia nucleo-
tidica de un aislado de ToTV, asi como pare-
Jas de cebadores para la deteccion de la enti-
dad viral en plantas infectadas (VAN DER
HEUVEL et al., 2006). Este mismo grupo,
publica en enero de 2007, la identificacién y
caracterizacién del ToTV como un nuevo
virus que afecta al tomate, encuadrado taxo-
némicamente por [os autores como un virus
del grupo picorna-like. Este virus deberia
constituir un nuevo género, debido a las nota-
bles diferencias existentes con virus pertene-
cientes a los géneros Sequiviridae, Sandwa-
viridae y Cheraviridae, a pesar de encontrar-
se cierta relacién entre ellos en los andlisis
filogenéticos de secuencias de nucleétidos y
aminoéacidos (VERBEEK et al., 2007).
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Debido a la reciente identificacién y carac-
terizacién del nuevo virus, el presente trabajo
recoge los avances en el estudio de la impli-
caci6n del ToTV en el sindrome del “torrao”
en muestras recogidas de campo a lo largo de
los diversos afos de estudio, asi como su rela-
cién con los estudios realizados anteriormen-
te sobre el aislado tipo Chileno 2 de PepMYV,
publicados en el niimero 32 de esta revista.

MATERIAL Y METODOS

Muestras seleccionadas

Como se indicé en el estudio previo, publi-
cado recientemente, se han venido realizando
muestreos en los invernaderos y campos afec-
tados de las diferentes zonas productoras de
tomate desde la aparicién de la sintomatologia
asociada al “torrao”, en el afo 2001 (ALFARO-
FERNANDEZ et al., 2006). A la vista de la iden-
tificacién y caracterizaciéon de la nueva enti-
dad viral ToTV, se procedi6 a la seleccién de
muestras recogidas en los distintos muestreos,
pertenecientes a la coleccién del Laboratorio
de Virologia del Instituto Agroforestal Medi-
terrdneo (U.P.V.) para la comprobacion de la
presencia de dicho virus. De todas las mues-
tras recogidas en los distintos invernaderos de
Murcia a lo largo de los afios, se seleccionaron
94 muestras con sintomas tipicos de “torrao”:
4 muestras recogidas durante el afio 2003, 1
muestra recogida en 2004, 24 muestras reco-
gidas en 2005, 56 muestras recogidas en 2006
y 9 muestras recogidas en 2007.

Anilisis serolégicos y moleculares pre-
vios

Las muestras seleccionadas para este
estudio habian sido analizadas previamente a
las distintas virosis que habitualmente afec-
tan al tomate en nuestro pafs y, que en oca-
siones, pueden producir sintomas de necro-
sis en esta especie.

Los andlisis serolégicos se realizaron por
técnica DAS-ELISA utilizdndose extractos de
hojas y/o frutos de las plantas afectadas fren-
te a los antisueros especificos para los virus:
TSWYV, Tomato mosaic virus (ToMV), PVY,
Tomato bushy stunt virus (TBSV) (Loewe

Biochemica, Sauerlach, Germany) y PepMV
(DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen. Braunschweig, Ger-
many). Se siguieron los protocolos indicados
por las propias casas comerciales, utilizando
como testigo negativo tejido de tomate sano y
como testigo positivo extractos foliares de
plantas infectadas con los diferentes virus
analizados.

Se procedi6 a la extraccion del RNA total
de cada una de las muestras mediante el kit de
extraccion RNA wiz (Ambion catalog. n°
9736) para poder aplicar las distintas técnicas
que permiten la deteccién de distintas virosis.
Para comprobar los resultados obtenidos por
serologia, las muestras se analizaron mediante
RT-PCR con los cebadores especificos de
PepMV (PAGAN et al., 2006). Para confirmar
o descartar la presencia de los diferentes Cri-
nivirus que afectan a tomate se analizaron las
muestras mediante RT-PCR con los cebadores
especificos de Tomato infectious chlorosis
virus (TICV) (VAIRA et al, 2002) y ToCV
(Louro et al, 2000). La presencia de cual-
quier virosis del género Potexvirus se determi-
né mediante el anélisis de las muestras por RT-
PCR en dos pasos empleando cebadores dege-
nerados para este género (MARTINEZ-CULE-
BRAS et al., 2002). Todos los productos ampli-
ficados fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% en TAE 1X vy tefiidos
con bromuro de etidio. El tamafio del frag-
mento obtenido se establecié por comparacion
con un marcador de pesos moleculares cono-
cidos GeneRuler ' ! 100 bp DNA Ladder Plus
(Invitrogen Life Technologies. Barcelona,
Espafia). Algunas muestras se analizaron
mediante hibridacién molecular no radioactiva
con digoxigenina con sonda especifica de
PMoV suministrada por el Dr. Pallds (GALI-
PIENSO et al., 2005).

Analisis moleculares realizados median-
te nuevas técnicas de diagnéstico para
PepMYV y ToTV

Andlisis realizados para la deteccién del

PepMV
Como se indicé en la publicacion anterior,

los resultados obtenidos apuntaban la conti-
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nua asociacién del “torrao” con el PepMV.
Este hecho unido a la sospecha de que las
técnicas hasta el momento empleadas no
eran capaces de detectar todos los aislados
del PepMV en las muestras afectadas, lleva-
ron al disefio de un nuevo método de detec-
cién que permitia la diferenciacion de tres
tipos de aislados de PepMYV, que actualmen-
te continda en fase de publicacién. Con este
método, se analizaron las 94 muestras selec-
cionadas en este estudio para comprobar si
eran positivas al PepMYV, y en caso afirmati-
vo determinar que tipo de aislado del virus
estaba presente.

Andlisis realizados para la deteccién del
ToTV

De las 94 muestras seleccionadas en el
presente trabajo, 68 se analizaron mediante
RT-PCR con los cebadores especificos del
RNA2 del ToTV (VaN DErR HEUVEL et al,
2006 y VERBEEK et al., 2007) empleando el

enzima SuperScript Platinum Taq (Invitro-
gen Life Technologies, Barcelona, Spain).
Los productos obtenidos fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa, y
comparados con un marcador de pesos mole-
culares conocidos como se indica anterior-
mente. Uno de los productos amplificados
fue purificado empleando el kit High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche Diag-
nostics, Mannheim, Germany) y posterior-
mente secuenciado.

Para comprobar los resultados negativos
obtenidos en la RT-PCR, asi como para el
analisis de nuevas muestras no testadas hasta
el momento se empled la técnica de hibrida-
cién molecular con una sonda de RNA espe-
cifica del ToTV marcada con digoxigenina
suministrada por el Dr. Sdnchez-Navarro. La
hibridacién molecular mediante la técnica
del dot-blot se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito en la bibliografia (SANCHEZ-NAVA-
RRO et al., 1999).

N° de muestras

As-PVY
As-TBSV
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As-ToMV
As-TSWV
RT-PepMV

Andlisis serolégicos y moleculares previos

Virus analizado y técnica empleada

B Muestras positivas

@ Muestras negativas

RT-Potex

RT-ToCV

RT-TICV
Hib-PMoV

Figura 4: Ndmero de positivos y negativos resultado de los anélisis serolégicos y moleculares previos
de las muestras seleccionadas.
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RESULTADOS

Resultados de los analisis serolégicos y
moleculares previos

Los resultados de los andlisis serolégicos
y moleculares previos realizados a las 94
muestras seleccionadas para el estudio se
detallan en la Figura 4. De todos los analisis
serologicos realizados, el PepMV estaba
presente en un 77% de las muestras analiza-
das. También se observa la presencia de
otros virus en los invernaderos muestreados
como es el caso del ToCV, el TSWV y en
menor medida el PVY. De las muestras ana-
lizadas mediante RT-PCR con los cebadores
degenerados del genero Potexvirus, en 3
casos se amplificé una banda de tamafio

esperado 760 pb, que se purificé y se
secuencié. La comparacién de las secuencias
obtenidas con las depositadas en el Gen
Bank resulté en un 97-98% de homologia
con el aislado Ch2 de PepMV (Accession
number: DQ000985).

Analisis realizados mediante nuevas
técnicas de diagnéstico

De las 94 muestras analizadas en el pre-
sente estudio, 83 muestras resultaron positi-
vas a PepMV (lo que constituye el 88% de
las muestras analizadas) al ser analizadas
mediante la nueva técnica de diagnéstico. De
estas muestras infectadas con PepMV, 50
presentaron infeccién con el aislado tipo
Chileno 2 (53% de las muestras analizadas),

7%

Resultados obtenidos a ToTV del total de muestras analizadas

51%

B Muestras negativas a ToTV

B Positivas a ToTV y a PepMV con aislado tipo Ch2

Posivas a ToTV y a PepMV con infeccion mixta aislados tipo Ch2 y Europeo
W Positivas a ToTV y a PepMV con aislado tipo Europeo

O Positivas a ToTV y negativas a PepMV

Figura 5: Representaci6n gréfica de los resultados obtenidos en los andlisis a ToTV de la totalidad de muestras
analizadas (94 muestras).
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Cuadro |: Niimero de muestras positivas y negativas a los analisis a ToTV y a PepMYV, distinguiendo en este tlti-
mo el tipo de aislado encontrado en las muestras afectadas.

Muestras positivas a PepMV

Infeccién Muestras
Aislado tipo mixta aislados Aislado tipo negativas TOTAL
Ch2 tipos Ch2 y Europeo a PepMV
Europeo
Muestras
positivas 48* 25 5 9 87
ToTV
Muestras
negativas a 2 2 1 2 7
ToTV
Total
Parcial >0 27 6 11 94
TOTAL 83

* Incluyendo las 3 muestras secuenciadas a partir de producto de PCR tras su andlisis mediante RT-PCR con los ceba-

dores generales de Potexvirus.

Cuadro 2: Nimero de muestras positivas y negativas analizadas mediante RT-PCR e hibridacién
molecular a ToTV.

N° muestras N° muestras J N T"t:’l
positivas negativas € muestras
analizadas
RT-PCR 47 2 o8
Hibridacién
molecular 46 7 53

6 con el aislado tipo Europeo (6% de las
muestras analizadas) y en 27 se habia produ-
cido la infecciébn mixta de ambos tipos de
aislados (35 % de las muestras) (Cuadro 1),
lo que implica que el 82% de las muestras
presentaban infeccién con aislado tipo Chi-
leno 2 de PepMV.

Los andlisis realizados a ToTV por las dos
técnicas moleculares empleadas, asi como el
nimero de positivos obtenido en cada caso
se indican en el Cuadro 2. De las 68 mues-
tras analizadas mediante RT-PCR, 47 resul-
taron positivas a ToTV. La secuencia obteni-
da, tras la purificacién y secuenciacién de
una de ellas, se comparé con la secuencia
publicada en el GenBank (Accesién number
DQ 388880), presentando una homologia
del 100 %. Asimismo, 21 muestras de las 68
analizadas, resultaron negativas al andlisis
mediante RT-PCR. Estos negativos se com-
probaron mediante hibridacién molecular lo

que permitié la deteccidn de nuevos positi-
vos a ToTV. En resumen, tras todos los ana-
lisis realizados a este nuevo virus, inicamen-
te en 7 muestras, de las 94 analizadas, no se
detecté su presencia. El resto de muestras
analizadas resultaron ser positivas (87 mues-
tras de 94 analizadas), lo que constituye un
93% de las muestras (Cuadro 1).

Los resultados de los andlisis realizados a
ambos virus, ToTV y PepMV se detallan en
el Cuadro 1. De todos los andlisis realizados,
tinicamente 2 muestras resultaron negativas
a ambos virus. En la Figura 5, se representa
graficamente los resultados obtenidos a
ToTV de todas las muestras analizadas. Se
puede observar la relacion entre las muestras
positivas a ToTV y los resultados de los ana-
lisis para la diferenciacién de tipos de aisla-
dos de PepMV. Del grédfico se deduce una
clara asociacién entre la presencia de ToTV
y PepMYV en las plantas afectadas por el sin-
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drome del “torrao”, ya que en 77 de las 94
muestras resultd positiva a ambas virosis
(83% de las muestras). De éstas, se detecta la
presencia del ToTV con el aislado tipo Chi-
leno 2 de PepMV en un 78% de las muestras,
encontrandose este tipo de aislado solo o en
infeccion mixta con el tipo Europeo. Se han
encontrado 9 muestras que, a pesar de ser
positivas a ToTV, no se detecta la presencia
de PepMV. Por el contrario, también se han
detectado 6 muestras que presentando sinto-
mas de “torrao”, no se ha identificado el
ToTV aunque si han sido positivas a PepMV.
Es interesante indicar el caso de una muestra
recogida en el afio 2006, que presentaba
diferencia de sintomas entre los dos brazos
de la planta. Uno de los brazos mostraba el
sintoma tipico de mancha amarilla aislada,
causado por una infeccién de PepMV (Figu-
ra 6a). En cambio, el otro brazo manifestaba,
ademds de mancha aislada, necrosis en los
foliolos que llegaban a cribar, costras en
peciolos y frutos rajados (Figura 6b). Al ana-
lizar ambos brazos por separado, se observé
que, asi como el aislado tipo Chileno 2 de
PepMV se encontraba presente en ambos
brazos de la planta, el ToTV dnicamente se
detectaba en el brazo que mostraba sintomas
de “torrao”. En cambio, en otro caso, una
planta que no mostraba la sintomatologia
tipica de “torrao” recogida de un invernade-

ro con una amplia distribucién de la enfer-
medad, si resulté positiva al ToTV. Los sin-
tomas de dicha planta de tomate estaban aso-
ciados al PepMYV, detectandose en ella ade-
més del ToTV el aislado tipo Ch2 de PepMV.

DISCUSION

La enfermedad conocida con el nombre
de “torrao” lleva presente en nuestro pais
maés de seis aios (JORDA et al., 2003), produ-
ciendo importantes pérdidas econémicas en
el cultivo del tomate. Han sido numerosos
los intentos de determinar el agente causal
de dicha enfermedad desde su primera apari-
cién en Murcia en 2001. Debido a la gran
proliferacion de virosis que afectan a dicho
cultivo y la gran variabilidad de sintomas
que estos producen, llegado incluso a con-
fundir o incrementar los sintomas tipicos
asociados a “torrao”, el diagndstico de esta
enfermedad es dificil. La reciente identifica-
cién y caracterizacion del nuevo virus ToTV
ha dado un vuelco al estudio de la etiologia
de la citada enfermedad.

La aplicacién de la RT-PCR con cebado-
res especificos de ToTV, recientemente
publicados (VAN DER HEUVEL et al., 2006;
VERBEEK et al, 2007) ha sido una herra-
mienta eficaz, tanto para determinar la pre-
sencia de este nuevo virus en las muestras

Figura 6: Muestra recogida en 2006 en un invernadero de Murcia con diferencias sintomatolégicas entre sus dos
brazos. a. Brazo 1 de la planta donde se puede observar mancha amarilla aislada en los foliolos, s{ntoma asociado a
infeccién por PepMV. b. Brazo 2 de la planta donde aparece necrosis en los foliolos con cribado y manchas
longitudinales endurecidas en peciolos, sintomas tipicos de “torrao”.
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recogidas de campo, como para la sintesis de
una sonda de RNA especifica para el ToTV.
Se ha demostrado en este trabajo la presen-
cia de esta nueva entidad en 87 muestras de
las 94 analizadas, 1o que constituye aproxi-
madamente el 93% de las muestras seleccio-
nadas. Los problemas derivados de los andli-
sis mediante RT-PCR fueron solventados
con la obtencién y aplicacién de la hibrida-
cién molecular con sonda para deteccién de
ToTV. Se debe recordar que las plantas afec-
tadas con sintomas de “torrao” se encuentran
muy necrosadas, por lo que el material extra-
ido se encuentra muy oxidado lo que puede
inhibir la reaccion de RT-PCR. A esto se une,
la extrema labilidad del RNA del ToTV, por
lo que en estos momentos se estd poniendo
apunto un método de extraccién para las
muestras de “torrao” que permite la detec-
cién de virus que presentan problemas de
rédpida degradacién. Los casos negativos del
diagnéstico de ambos virus podrian ser debi-
dos a esta causa.

Como se indicaba en el estudio anterior,
el PepMV estd presente en la mayoria de las
muestras analizadas (ALFARO-FERNANDEZ et
al., 2006). En la seleccién de muestras reali-
zada en este estudio se confirma dicha apre-
ciacidn, encontrandose la presencia de ToTV
y PepMV en 77 de las muestras ensayadas.
Esta asociacién también la confirman otros
autores (VERBEEK et al., 2007), aunque tam-
bién indican que la reproduccién de los sin-
tomas de ‘“torrao” que ellos describen
(necrosis en tomate, aunque no describen
“cribado” ni rajado de frutos) la produce una
purificacién del ToTV, tras separarlo del
PepMV en plantas hospedantes diferencia-
les. En este trabajo la asociacion del PepMV
y el “torrao” es claramente manifiesta,
encontrandose ademds que el tipo de aislado
mayoritario es el Chileno 2 de PepMV
(constituyendo aproximadamente el 94% de
las muestras positivas a dicho virus). Queda
pendiente determinar la implicacién clara de
cada uno de los virus citados en dicho “sin-
drome”, asf como si la reiterada conjuncién
del tipo de aislado del PepMV es relevante o
tnicamente es fruto de una mayor distribu-

cién del nuevo aislado Chileno 2, en detri-
mento del habitualmente encontrado ante-
riormente, aislado tipo Europeo (PAGAN et
al., 2006). Se plantea si la presencia del
PepMV y el ToTV de forma conjunta puede
producir un claro efecto sinérgico en la
manifestacién de la afeccion.

De los resultados obtenidos se deduce que
puede existir una diferencia en la distribu-
ci6én de ambos virus en las plantas afectadas,
ya que dos brazos de la misma planta afecta-
da presentando sintomas diferenciales, tam-
bién manifestaban diferencias en el diagnés-
tico de PepMV y ToTV. Mientras que el
PepMV se encontraba presente en ambos
brazos de la planta, el ToTV dnicamente se
detectaba en el brazo con sintomas tipicos.
Los andlisis a otras plantas que no manifes-
taban sintomas tipicos de “‘torrao”, si resulta-
ban positivos a ToTV. Se pone de manifiesto,
por tanto la necesidad de un estudio exhaus-
tivo de Ia distribucién en plantas afectadas
de ambas virosis presentes.

Como se apunt6 en publicaciones anterio-
res, se observa en campo una clara relacién
entre la incidencia de la enfermedad y la pre-
sencia de Trialeurodes vaporariorum West-
wood (ALFARO-FERNANDEZ et al., 2006). La
transmisién por mosca blanca del ToTV ha
sido indicada por otros autores (VERBEEK e?
al., 2007). Se necesita un mayor estudio
sobre la posible implicacién de un insecto
vector en la transmisién del virus. Asimis-
mo, se ha indicado que la aparicién, inciden-
cia y agresividad de los sintomas de “torrao”
se ven influenciadas por diversos factores
como la variedad de tomate y las condicio-
nes ambientales de humedad, temperatura ¢
iluminacién (ALFARO-FERNANDEZ et al.,
2006). Por tanto, queda pendiente la deter-
minacién de las condiciones concretas del
desarrollo de la enfermedad y en que situa-
cién se producen las distintas manifestacio-
nes asociadas al sindrome, comprobando el
posible efecto sinérgico entre el ToTV vy
PepMV.

Reiteramos que este trabajo es una conti-
nuacién del publicado en Ia revista Boletin
Sanidad Vegetal Plagas n° 32 (4.1): 545-563
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con el titulo “Necrosis del tomate: *“torrao” o
cribado”. Como se ha indicado al principio de
este articulo, los datos publicados en el ante-
rior trabajo, eran los estudios realizados hasta
ese momento, estando en curso los resultados
contenidos en este trabajo. Debemos incidir

en que el “torrao” es una enfermedad que
sigue apareciendo en el cultivo del tomate en
cada campana produciendo importantes pér-
didas, por lo que se sigue trabajando en el
tema intentando aportar nuevos datos de epi-
demiologia de dicha enfermedad.

ABSTRACT

ALFARO-FERNANDEZ A., M. C. CORDOBA-SELLES, M. C. CEBRIAN MIcO, I. FONT, M.
JUAREZ. V. MEDINA, A, Lacasa, J. A. SANCHEZ-NAVARRO, V. PaLLAS, C. JORDA GUTIE-
RREZ. 2007. Advances in the study of Tomato “Torrao” or “Cribado” syndrome. Bol. San.
Veg. Plagas, 33: 99-109.

Since 2001, “torrao disease” has occurred affecting tomato crops in Spain along each
growing season with more or less incidence depending on the year. Affected plants show
severe necrosis sypmtoms in the base of the leaflet that could fell down producing little
holes on it. The stems show longitudinal stains and the fruits present necrotic lines that
later made them crack. This study is the following part of the study published in n® 32 of
this journal entitled: “Necrosis del tomate: “torrao” o cribado”. The study arises from the
new results obtained afterwards the recent publication of the identification and characte-
rization of the new virus “Tomato torrado virus” (ToTV), as an implicated agent in the
syndrome known as “torrao”. Ninety-four samples were selected from different surveys
carried out in Murcia greenhouses from 2003 to 2006. RT-PCR and molecular hybrida-
tion were performed and 87 of the tested samples resulted positive to ToTV. In 83 of the
samples, ToTV was detected associated to the presence of Pepino mosaic virus (PepMV),
isolate type Chilean 2 in mayority. New studies are raised to set the implication of both
viruses, ToTV and PepMV, in the development of the syndrome named “torrao” in toma-

10 crops.

Key words: Tomato torrado virus. Pepino mosaic virus, diagnosis, virus, RT-PCR,

molecular hybridation.
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