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Amarilleos en los cultivos de tomate asociados a Tomato chlorosis
virus (ToCV) y Tomato infectious chlorosis virus (TICV) en Espaiia

M. 1. FonT, A. M. VaIra, G. P. AccoTTO, A. LACASA, J. SERRA, J. GOMILA, M. JUAREZ, A L.
EspiNo, M. C. JORDA.

Durante 1997 se observaron en cultivos de tomate (Lycopersicon esculentum) de
Midlaga y Almeria, sintomas andmalos en hojas que se caracterizaban por amarilleo
internervial, manchas color purpura, rojizas o necréticas, enrollado de las hojas viejas y
aspecto quebradizo de las mismas; identificindose en el afio 2000, por primera vez en
Espaiia, al Tomato chlorosis virus (ToCV) como agente causal de esta enfermedad. En
afios posteriores se empezaron a observar sintomas similares en cultivos de tomate de
Sevilla, Murcia, Alicante, Castellén, Mallorca, Tenerife y Gran Canaria, identificdndose
también al ToCV como el agente causal en la mayoria de muestras analizadas. En vera-
no de 2001 se identific6, en cultivos de tomate de la provincia de Castellén, la presen-
cia de un nuevo virus en Espaiia: Tomato infectious chlorosis virus (TICV); que un afio
mas tarde fue detectado en Alicante.

ToCV y TICV son crinivirus trasmitidos por mosca blanca de manera semiper-
sistente, limitados al floema y que infectan a tomate. ToCV es transmitido por Trialeu-
rodes vaporariorum (Westwood), T. abutilonea (Haldeman) y Bemisia tabaci (Genna-
dius); mientras que TICV es transmitido tinicamente por 7. vaporariorum. El rango de
huéspedes de estos virus incluye varios cultivos importantes y especies ornamentales.

Todas las plantas de tomate procesadas en este trabajo fueron analizadas mediante
transcripcidn reversa de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando
cebadores especificos de ToCV y TICV.
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INTRODUCCION

El cultivo del tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) es uno de los principales
cultivos horticolas en Espafia, estando cita-
das como las principales Comunidades aut6-
nomas productoras, segun datos del
M.APA. de 2000: Extremadura, Regi6n de
Murcia, Andalucia, Cataluia, Comunidad
Valenciana, Castilla La Mancha, Baleares y
Canarias. En los tltimos afios, los cultivos
horticolas y entre ellos el tomate, se han
visto afectados por la introduccién periédica
de nuevas plagas y enfermedades. El cultivo
intensivo en invernadero durante casi todo el
afio, las nuevas variedades con diferentes
grados de resistencia frente a distintas enfer-
medades, el movimiento de material vegetal
entre los paises y las condiciones climdticas
en los invernaderos favorables para el esta-
blecimiento de los vectores y el desarrollo de
nuevas enfermedades, parecen ser las causas
més directas de la aparicién e incremento de
enfermedades viricas en el cultivo del toma-
te y de sus vectores transmisores, dificultan-
do cada vez mas la produccién.

En 1997, se empez6 a observar en el cul-
tivo del tomate de Mdlaga y Almerfa una
nueva sintomatologia anémala que se carac-
terizaba por un amarilleamiento internervial
de hojas de la zona baja e intermedia de la
planta que en algunos casos desarrollaba
manchas de color pirpura, rojizas o necréti-
cas; también se pudo observar un enrolla-
miento de las hojas basales que se volvian
quebradizas. Estos sintomas, en un princi-
pio, fueron atribuidos a problemas carencia-
les. En afios posteriores la aparicién y dis-
persién de esta sintomatologia andmala se
vio asociada con el incremento de poblacio-
nes de la mosca blanca Bemisia tabaci Gen.
(NAvAS-CASTILLO ef al., 2000), lo cual hizo
pensar que podria tratarse de una nueva
enfermedad de etiologia virica transmitida
por esta especie de mosca blanca.

Tres afios después, se identificé al Toma-
to chlorosis virus (ToCV) como el agente
causal de esta sintomatologia (NAVAS-CASTI-
LLO et al., 2000). Ese mismo afio, también

fue diagnosticada esta enfermedad en culti-
vos de tomate de Tenerife y Gran Canaria
(ANONIMO, 2000).

En primavera y verano de 2001, se obser-
varon también amarilleos en el cultivo de
tomate de Benicarlé (Castellén). Estos sinto-
mas eran similares a los que se venian obser-
vando desde 1997 y que eran ocasionados
por ToCV; pero esta vez el agente causal de
estos amarilleos no se trataba de ToCV sino
de otro crinivirus: el Tomato infectious chlo-
rosis virus (TICV) (FonT et al., 2002). Se
trataba de la primera cita de esta enfermedad
en Espaiia y la segunda en Europa después
de Italia (FONT et al., 2002 y VAIRA et al.,
2002).

Tomato chlorosis virus (ToCV) y Tomato
infectious chlorosis virus (TICV) pertenecen
al nuevo género Crinivirus de la familia
Closteroviridae, han sido clasificados como
los dos tinicos closterovirus que infectan a
tomate, transmitidos por moscas blancas, de
genoma bipartito, con particulas virales fle-
xuosas y limitados al floema (DUFFUS et al.,
1996; WISLER et al., 1996; 1998a y 1998b;
FAUQUET and MAyo, 1999).

En cuanto a la ditribucién espacial y tem-
poral del ToCV y TICV a nivel mundial dire-
mos que ToCV fue detectado por primera
vez en cultivos de tomate de Florida (USA)
en 1989 (SIMONE et al., 1996), posteriormen-
te en Colorado, Lousiana (USA) (WISLER et
al., 1998b), Taiwdn (WISLER et al., 1999),
Espafia (NAVAS-CASTILLO et al., 2000), Islas
Canarias (ANONIMO, 2000), Portugal (LourRO
et al., 2000), Sur Africa. (Wisler & Cortez,
2000-01), Puerto Rico (WINTERMANTEL et
al., 2001), e Italia (AccotTo et al., 2001), y
recientemente en Grecia (DoVASs et al.,
2002). TICV fue detectado por primera vez
en cultivos de tomate de California (USA)
en 1993 (DUFFUS et al., 1994) y posterior-
mente en invernaderos de tomate del norte
de Carolina (1997), Taiwan e Italia (WISLER
et al., 1999 y VAIRA et al., 2002) y reciente-
mente en Espafia (FONT et al., 2002) y Gre-
cia (Dovas et al., 2002).

Las plantas de tomate infectadas tanto
por ToCV como por TICV presentan un
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Figura 1 .- Sintomas generales de ToCV: planta de Figura 2 .- Fuerte amarilleamiento internervial de hojas
tomate con amarilleamiento internervial, enrollado de de la zona baja de una planta de tomate.
hojas de la zona baja e intermedia de la plata.

Figura 3 .- Planta de tomate que presenta amarilleamiento y manchas color purpura en la zona internervial.
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Figura 4.- Detalle de una hoja de tomate con
amarilleamiento de la zona marginal e internervial
de los foliolos y manchas color pirpura.

amarilleamiento internervial de hojas de la
zona baja e intermedia de la planta que pue-
den desarrollar manchas de color pirpura,
rojizas o necréticas; asi como enrollamiento
de las hojas basales que se vuelven quebra-
dizas, mientras que las hojas jévenes apenas
presentan sintomas (Figuras 1,2,3 y4).Enel
caso del TICV estos sintomas pueden ser un
poco mds severos. La producciéon puede verse
disminuida ya que se reduce la capacidad
fotosintética de las platas. En fruto no se
observan sintomas evidentes, pero si puede
verse reducido su tamafio y el nimero de fru-
tos (WISLER et al., 1998a). El principal incon-
veniente que presenta el diagndstico visual de
estos virus es precisamente que sus sintomas
pueden ser confundidos con desérdenes fisio-
16gicos o nutricionales (WISLER et al., 1998b).

Aunque ToCV y TICV causan sintomas
similares en tomate, se trata de virus distintos
(WISLER et al., 1998b y LoOURO et al., 2000),

que se pueden diferenciar en el tamaiio de sus
particulas virales, en la especie de mosca
blanca transmisora, en el rango de huéspedes
y en que no existe relacién seroldgica entre
ellos (Durrus et al., 1996 y WISLER et al.,
1998a). A continuacién vamos a sefialar las
diferencias que presentan ambos virus y en
su caso la forma de poder distinguirlos:

Sintomatologia de plantas indicadoras:

Como ya hemos citado anteriormente,
estos virus producen sintomas similares en
tomate; pero pueden diferenciarse con el
empleo de plantas indicadoras: Nicotiana
benthamiana Domin y N. clevelandii Gray.
Estas plantas presentan amarilleos interner-
viales cuando estdn infectadas por TICV o
ToCV, pero tnicamente TICV induce man-
chas necréticas(WISLER et al., 1998b).

Particulas virales:

Tanto ToCV como TICV poseen particu-
las virales flexuosas, pero en el caso de
ToCV se caracterizan por tener una longitud
entre 800-850 nm, mientras que las del
TICV entre 850-900 nm y 12 nm de anchura
(WISLER et al., 1998a y 1996). Dado el
pequeiio tamafio al que nos referimos y el
posible rango de diferencias entre ambos, 50
nm, son practicamente indistinguibles en su
observacion al microscopio electrénico.

Especies de mosca blanca transmisoras:

ToCV puede ser transmitido por Trialeu-
rodes vaporariorum (Westwood), T. abutilo-
nea (Haldeman) y Bemisia tabaci (Genna-
dius) (WISLER et al., 1998a y 1998b) de mane-
ra semipersistente (WISLER et al., 1999); y
TICV es transmitido también de forma semi-
persistente pero unicamente por la mosca
blanca T. vaporariorum (Westwood) (DUFFUS
et al., 1996 y WISLER et al., 1996).

Rango de huéspedes:

En cuanto al rango de huéspedes natura-
les tanto ToCV como TICV, como ya se ha
comentado, pueden infectar a tomate, pero
ninguno se ha descrito infectando especies
de la familia Curcubitaceae (WISLER & COR-
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TEZ., 2000-01) y tnicamente TICV puede
infectar a lechuga (Lactuca sativa L). ToCV
ademds de tomate puede infectar a tomatillo
(Physalis ixocarpa Brot), tabaco (N. taba-
cum), espinaca (Spinacia oleracea L), y
entre las especies ornamentales cultivadas
citaremos: ranunculus (Ranunculus acua-
ticus L.), Aster de China (Callistephus chi-
nensis Noes), caléndula (Calendula officina-
lis L.), zinnnia o rascamofio (Zinnia elegans
Jacq) y petunia (Petunia hybrida Vilm.)
(WISLER et al., 1999 y WISLER & CORTEZ.,
2000-01). TICV, ademads de tomate y lechu-
ga, puede encontrarse infectando a tomatillo,
patata (Solanum tuberosum L.), tres especies
de nicotianas (N. benthamiana Domin, N.
clevelandii Gray y N. glauca Graham), cardo
perruno o hierba gusanera (Picris echioides
L), alcachofa (Cynara scolymus L.), cardo
(C. cardunculus L.), ranunculus, Aster de
China y petunia entre otros (WISLER et al.,
1998a, 1996 y DuFrus et al., 1996).

El objetivo de este trabajo es dar a cono-
cer la importancia de estas dos virosis: Toma-
to chlorosis virus (ToCV) y Tomato infectious
chlorosis virus (TICV) detectadas reciente-
mente en zonas productoras de tomate en
Espafia; cémo poder diferenciar estos dos
virus tan similares en cuanto a sintomatologia
se refiere, revelar su distribucién actual a
nivel nacional y las técnicas de diagnéstico
mas fiables para su deteccién como apoyo a
limitar su incidencia y expansion.

MATERIAL Y METODOS

Entre los métodos de deteccién emplea-
dos para el diagnédstico del ToCV y TICV
podemos citar la técnica serolégica ELISA,
transcripcién reversa de la reaccién en cade-
na de la polimerasa (RT-PCR), y las técnicas
de hibridacién molecular: Northern blot,
Westhern blot y dot-blot (WISLER ef al.,
1998b; Li ef al., 1998 y Louro et al., 2000).

Tabla 1.- Muestras de tomate con amarilleos de hojas analizadas mediante RT-PCR con cebadores especificos

de ToCV y TICV.
N° de muestra Fecha muestreo Origen RT-PCR
ToCV TICV

5116 Abril 2001 Perell6 (Valencia) - -
5131 Mayo 2001 Benicarl6 (Castelln) - +
4900-14 Junio 2001 Tenerife + -
4903-7 Junio 2001 Tenerife + -
4903-8 Junio 2001 Tenerife - -
4904-1 Junio 2001 Tenerife - -
4904-3 Junio 2001 Tenerife - -
4905-5 Junio 2001 Tenerife - -
4905-6 Junio 2001 Tenerife - -
4905-7 Junio 2001 Tenerife - -
4905-8 Junio 2001 Tenerife - -
4910-1 Junio 2001 Gran Canaria - -
4910-3 Junio 2001 Gran Canaria - -
5233 Junio 2001 Almeria - -
5234 Junio 2001 Almeria - -
5235 Junio 2001 Almeria - -
5236 Junio 2001 Almeria - -
5237 Junio 2001 Almeria + -
5267 Junio 2001 Badajoz - -
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5268
5269
5270
5271
5272
5273-1
5273-2
5308
5309
5310
5311
5348
5349
5351
5352
5427
5428
5429
5430
5431
5432
5433
5434
5435
5436
5437
5438
5439
5440
5441
5442
5443
5444
5445
5454-4
5454-5
5454-7
5457
5466
5467
5468
5469
5473
5474
5481
5491

Junio 2001
Junio 2001
Junio 2001
Junio 2001
Junio 2001
Junio 2001
Junio 2001

Julio 2001

Julio 2001

Julio 2001

Julio 2001
Agosto 2001
Agosto 2001
Agosto 2001
Agosto 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Noviembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001

Badajoz

Badajoz

Benicarl6 (Castellén)
Benicarlé (Castellén)
Benicarl6 (Castellén)
Benicarlé (Castellén)
Benicarlé (Castellén)
Badajoz

Benicarl6 (Castell6n)
Benicarl$ (Castellén)
Benicarlo (Castellén)
Badajoz

Badajoz

Guadalajara
Guadalajara
Benicarl6 (Castellon)
Benicarlé (Castellén)
Benicarlé (Castellon)
Benicarlé (Castellon)
Benicarl$ (Castell6n)
Benicarlé (Castellén)
Benicarl6 (Castellén)
Benicarlg (Castelldn)
Benicarlé (Castellén)
Benicarlé (Castell6n)
Benicarl6 (Castellén)
Benicarl6 (Castellén)
Benicarlg (Castell6n)
Benicarl6 (Castelién)
Benicarlé (Castellén)
Benicarlé (Castellén)
Benicarl6 (Castell6n)
Benicarl6 (Castell6n)
Benicarl6 (Castell6n)
Mazarr6n (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mallorca

Torrellano (Alicante)
Torrellano (Alicante)
Torrellano (Alicante)
Torrellano (Alicante)
Albatera (Alicante)
Albatera (Alicante)
Manacor (Mallorca)
Mazarr6n (Murcia)

+ +

+ 4+ + + o+ + + o+
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5496
5497
5498
5499
5500
5501
5504
5513
5515
5517
5526
5527
5534
5535
5544
5585
5586
5587
5588
5589
5590
5591
5592
5593-1
5593-2
5594
5595
5596
5597
5598
5599
5600
5606
5607-1
5607-2
5608
5609-1
5609-2
5610
5611
5612
5620-1
5620-2
5620-3
5620-4
5620-5

Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Diciembre 2001
Enero 2002
Enero 2002
Enero 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Abril 2002
Mayo 2002
Mayo 2002
Mayo 2002
Mayo 2002
Mayo 2002

Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarrén (Murcia)
Mazarr6n (Murcia)
Alicante

Alicante

Mazarrén (Murcia)
Bacarot (Alicante)
Bacarot (Alicante)
Bacarot (Alicante)
Bacarot (Alicante)
Bacarot (Alicante)
Bacarot (Alicante)
Bacarot (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Muchamiel (Alicante)
Perell6 (Valencia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Ramonete (Murcia)
Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

+ 4+ + +

+ 4+ + o+ o+

+ o+
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5620-6 Mayo 2002 Murcia -
5620-7 Mayo 2002 Murcia -
5620-8 Mayo 2002 Murcia -
5620-9 Mayo 2002 Murcia -
5625 Mayo 2002 Manacor (Mallorca) +
5626 Mayo 2002 Manacor (Mallorca) +
5627 Mayo 2002 Manacor (Mallorca) +
5630-1 Mayo 2002 Elche (Alicante) +
5630-2 Mayo 2002 Elche (Alicante) +
5630-3 Mayo 2002 Elche (Alicante) +
5631-1 Mayo 2002 Elche (Alicante) +
5631-2 Mayo 2002 Elche (Alicante) +
5631-3 Mayo 2002 Elche (Alicante) +
5643-1 Junio 2002 Bacarot (Alicante) -
5643-2 Junio 2002 Bacarot (Alicante) -
5643-3 Junio 2002 Bacarot (Alicante) -
5644-1 Junio 2002 Bacarot (Alicante) +
5644-2 Junio 2002 Bacarot (Alicante) +
5646 Junio 2002 Bacarot (Alicante) -
5646 Junio 2002 Bacarot (Alicante) +
5647-1 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5647-2 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5648-1 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5648-2 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5648-3 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5648-4 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5648-5 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5648-7 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5648-8 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5648-9 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5649-1 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5649-2 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5649-3 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5649-4 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) -
5650-1 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5650-2 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5650-3 Junio 2002 Muchamiel (Alicante) +
5651-1 Junio 2002 Puerto de Mazarr6n (Murcia) -
5651-2 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -
5651-3 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -
5651-4 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -
5651-5 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -
5651-6 Junio 2002 Puerto de Mazarr6n (Murcia) -
5651-7 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -
5651-8 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -

5651-9 Junio 2002 Puerto de Mazarrén (Murcia) -
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5651-10 Junio 2002
5652-1 Junio 2002
5652-2 Junio 2002
5652-3 Junio 2002
5652-4 Junio 2002
5652-5 Junio 2002
5652-6 Junio 2002
5652-7 Junio 2002
5652-8 Junio 2002
5652-9 Junio 2002

5653 Junio 2002
5656 Junio 2002
5657 Junio 2002
5658 Junio 2002
5720 Julio 2002

5721 Julio 2002

5722 Julio 2002

5723 Julio 2002

5724 Julio 2002

5725 Julio 2002

5726 Julio 2002

5817 Octubre 2002
5818 Octubre 2002
5819 Octubre 2002
5820 Octubre 2002
5821 Octubre 2002
5846 Noviembre 2002
5847 Noviembre 2002
5848 Noviembre 2002
5849 Noviembre 2002
5850 Noviembre 2002
5851 Noviembre 2002
5855 Diciembre 2002
5856 Diciembre 2002
5857 Diciembre 2002
5858 Diciembre 2002
5859 Diciembre 2002
5860 Diciembre 2002
5864 Diciembre 2002

Puerto de Mazarrén (Murcia)

Benicarlé (Castellon) - +
Benicarlé (Castellén) - +
Benicarlé (Castellén) - +
Benicarlé (Castellon) - +
Benicarl6 (Castell6n) - +
Benicarlé (Castellén) - +
Benicarld (Castellon) - -
Benicarl6 (Castell6n) - -
Benicarlé (Castellén) - -
Mazarrén (Murcia) - -
Badajoz - .
Badajoz - -
Badajoz - -
Extremadura - -
Extremadura - -
Extremadura - -
Extremadura - -
Extremadura - -

Extremadura

Extremadura

Tenerife
Tenerife
Tenerife
Gran Canaria
Gran Canaria
Tenerife
Tenerife
Tenerife
Tenerife
Gran Canaria
Gran Canaria
Tenerife
Tenerife
Gran Canaria
Gran Canaria

+ o+ + + F + F F o+ F o+ o+ o+
.

Gran Canaria
Gran Canaria - -
Sevilla + -

Nosotros hemos empleado la técnica RT-
PCR, con cebadores especificos de ToCV y
de TICV, debido a la alta sensibilidad y
especificidad de la misma.

Procedencia de las muestras. En este
trabajo se han analizado desde Abril de 2001

hasta Diciembre de 2002 un total de 196
muestras de planta de tomate procedentes de
las principales zonas productoras de este cul-
tivo en Espafia y que presentaban sintomas
de amarilleos en hojas (Tabla 1). Las mues-
tras fueron enviadas a nuestro laboratorio
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(Laboratorio Nacional de Referencia de
virus, viroides y fitoplasmas) para compro-
bar la presencia de ToCV y/o TICV, o bien
muestreadas por el personal de este laborato-
rio con el mismo propésito.

Como controles positivos de ToCV y
TICV se emplearon dos aislados procedentes
de Italia (ToCV-Italy y TICV-Italy respecti-
vamente) cedidos por la Dra. Vaira. El con-
trol negativo se obtuvo de una planta de
tomate sana.

Extraccion de ARN. Para la extraccion
de ARN de las muestras objeto de estudio, se
emplearon 0.1 g de tejido fresco de hojas
procedentes de la zona intermedia de la plan-
ta y que mostraban amarilleos. El ARN total
de estas muestras fue extraido utilizando el
reactivo comercial RNAwiz (Ambion)
siguiendo las instrucciones recomendadas
por la casa comercial. El ARN total se resus-
pendi6 en 40ul de H,O Depc (0.1-0.5 pg/ul).

Amplificacién por RT-PCR. Para llevar
a cabo la amplificacién por RT-PCR se
empled el Kit One Step RT-PCR System
(Invitrogen) y dos parejas de cebadores
especificos: ToCV-172(+) / ToCV-610(-)
para la deteccién de ToCV (Louro et al.,
2000) y TICV-32(+) / TICV-532(-) para la
deteccién de TICV (Vaira et al., 2002). La
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Figura 5.- Deteccién de ToCV mediante RT-PCR con
cebadores especificos: ToCV-172(+) y ToCV-610(-).
Gel de agarosa al 1.5% en tamp6n TBE 0.5x, teiido
con Bromuro de etidio y visualizado con luz UV. S=
muestra de planta de tomate sana; NT= sin muestra;
M= Marcador de 100 pb de Fermentas, los tamafios
de los fragmentos en pares de bases son: 3000, 2000,
1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 y 100 pb.

desnaturalizacidn inicial de los ARNs totales
(1:70 en H,O Depc) se realizé a 65°C duran-
te 5 min. La RT-PCR se llevé a cabo con 5 ul
del RNA desnaturalizado de cada una de las
muestras y 20ul de la mezcla para RT-PCR
que se afadi6 a cada uno de los tubos. El pri-
mer paso de la transcripcién reversa se hizo
a 50°C durante 30 min., seguido de un paso
de desnaturalizacién 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; finalizando
con un paso de extensién a 72°C durante 5
min. La RT-PCR se realiz6 en un termocicla-
dor (Eppendorf Mastercycler Personal). Los
productos de la RT-PCR se separaron por
electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1.5% en tampén TBE 0.5x, tefiidos en un
bafio de bromuro de etidio (0.5 pg/ml)
durante 15 min. y visualizados con un transi-
luminador de luz UV, Para estimar el tamafio
de los fragmentos obtenidos se compararon
con un marcados de ADN de 100 pb (MBI
Fermentas).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis mediante la técnica RT-PCR
revelé que 95 muestras procedentes de Ali-
cante, Almeria, Castellén, Gran Canaria,
Mallorca, Murcia, Sevilla y Tenerife, reco-
lectadas durante la primavera, otofio e
invierno, amplificaron un fragmento de 439
pb, tamafio que corresponde con el esperado
de la secuencia de ToCV (Figura 5). En 16
muestras procedentes de Benicarlé (Caste-
1I6n) y Muchamiel (Alicante), recolectadas
en los meses de Mayo, Junio y Julio; ampli-
ficaron un fragmento de 501 pb, tamafio que
coincide con el esperado de la secuencia de
TICV (Figura 6). En 3 muestras de Mucha-
miel (Alicante) se detectaron infecciones
mixtas de ToCV y TICV.

Estos resultado confirmaron la dispersién
del Tomato chlorosis virus (ToCV) por la
mayoria de las principales zonas productoras
de tomate: Sevilla, Mdlaga, Almeria, Murcia,
Alicante, Castellén, Mallorca, Tenerife y
Gran Canaria (Figura 7) y la deteccién por
primera vez en Esparia de un segundo crinivi-
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Figura 6.- Deteccién de TICV mediante RT-PCR con
cebadores especificos: TICV-32(+) y TICV-532(-).
Gel de agarosa al 1.5% en tampén TBE 0.5x, tenido
con Bromuro de etidio y visualizado con luz UV. §=
muestra de planta de tomate sana; NT= sin muestra;
M= Marcador de 100 pb de Fermentas, los tamafios
de los fragmentos en pares de bases son: 3000, 2000,
1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 y 100 pb.

rus: Tomato infectious chlorosis virus (TICV)
en Castell6n en 2001 y en Alicante en 2002.
El continuado movimiento de material
vegetal de unas zonas a otras podria haber
sido la causa de la rdpida dispersion del
ToCV. Seglin se observa en el mapa de la
figura 7, resulta extranio pensar que ToCV no
esté presente en Granada y Valencia y si en

zonas colindantes como son Milaga, Alme-
ria, Alicante y Castellén. Quizés el ToCV si
esté presente en estas zonas, y la explicacion
a estos resultados podria deberse a la ausen-
cia de muestras de tomate analizadas proce-
dentes de Granada y Valencia.

El ToCV fue diagnosticado en muestras
recolectadas principalmente en primavera,
otofio e invierno; mientras que el TICV se
diagnosticé en muestras recolectadas en pri-
mavera y verano. Estos resultados nos per-
miten emitir la hipétesis que las poblaciones
de las diferentes especies de mosca blanca
predominantes, en funcién de las condicio-
nes ambientales, estarian marcando la época
de aparicién de una u otra enfermedad, ade-
mds de la posible interaccién de las citadas
condiciones ambientales y los requerimien-
tos de cada virus en particular.
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ABSTRACT

FonT M. 1., A. M. VAIRA, G. P. ACCOTTO, A. LACASA, J. SERRA, J. GOMILA, M. JUA-
REZ, A L. EspiNo, M. C. JorRDA. Yellowing of tomato crops associated with Tomato chlo-
rosis virus (ToCV) and Tomato infectious chlorosis virus (TICV) in Spain. Bol. San. Veg.
Plagas, 29: 109-121.

During 1997, tomato (Lycopersicon esculentum) crops with symptoms of interveinal
yellowing, brozing, brittleness, and rolling of lower leaves were observed in Malaga and
Almeria (southern Spain) and Tomato chlorosis virus (ToCV) was detected for the first
time in Spain in 2000 as the causal agent of this disease. Later similar symptoms began
to be observed in other tomato crops in Sevilla, Murcia, Alicante, Castellon, Mallorca,
Tenerife and Gran Canaria and ToCV was also identified as the causal agent in most of
the samples analyzed. In additiou, in several tomato samples collected during the sum-
mer of 2001 in Castellon province tomato crops a new virus: Tomato infectious chloro-
sis virus (TICV) was identified. This was the first report of TICV in Spain. To our know-
ledge, TICV has only been detected in Spain, within the Castellon and Alicante provin-
ces.

ToCV and TICV are both whitefly-transmitted criniviruses. They are transmitted in
a semipersistent manner and are phloem-limited tomato-infecting viruses. ToCV is trans-
mitted by Trialeurodes vaporariorum (Westwood), T. abutilonea (Haldeman) and Bemi-
sia tabaci (Gennadius); whereas TICV is transmitted only by T. vaporariorum. The host

range of these viruses includes some important crops and ornamental species.
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using ToCV- and TICV-
specific primers was used for the reliable diagnosis of ToCV and TICV in field samples.

Key words: Bemisia tabaci (Gennadius), crinivirus, Lycopersicon esculentum, RT-
PCR, tomato, Tomato chlorosis virus, Tomato infectious chlorosis virus, Trialeurodes
abutilonea (Haldeman), Trialeurodes vaporariorum (Westwood), whitefly, yellowing.
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