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Resumen: El tobamovirus del mosaico moteado del tomate (Tomato mottle
mosaic virus, ToOMMV) fue descrito por primera vez en 2013 infectando cultivos de
tomate (Solanum lycopersicum L.) en México. Posteriormente se detectd en
Ameérica, Asia y Europa causando infecciones en los cultivos de tomate y pimiento
(Capsicum annuum L.). También se detect6 en 2019 en semillas de pimiento para
siembra importadas por Australia y procedentes de los Paises Bajos. Al igual que
otros tobamovirus, TOMMV es un virus altamente contagioso que se transmite
mecanicamente de una planta a otra a través de practicas culturales comunes y
por abejorros, y pueden permanecer viable en el suelo durante largos periodos en
los residuos de cultivos. Hasta ahora, la transmision de ToMMV por semilla no se
ha demostrado claramente, pero las observaciones sugieren que las semillas
podrian desempefiar un papel en la dispersién del virus por todo el mundo.
Durante muchos afios, el virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus,
TMV) y el virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus, ToMV) han sido los
principales tobamovirus que infectaban los cultivos de tomate, pero se pudieron
controlar con el empleo de cultivares resistentes y lotes de semillas libres de virus.
Sin embargo, la reciente aparicion de nuevos tobamovirus como el ToMMV vy el
virus del fruto marrén rugoso del tomate (Tomato brown rugose fruit virus,
ToBRFV) que pueden superar la resistencia de estos cultivares, podria
representar una seria amenaza para la industria del tomate y pimiento. Un estudio
reciente concluyé que ToMMV podria representar un alto riesgo para la
produccion de tomate y pimiento en los estados miembros de la UE, cultivos
considerados muy importantes para la region EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization). Por lo tanto, TOMMV se ha incluido
recientemente en la lista de alertas de la EPPO. Se necesitan mas estudios sobre
ToMMV para determinar mejor su distribucion geogréfica, rango de hospedadores,
epidemiologia e impacto econémico, pero mientras tanto, parece deseable evitar
su mayor propagacion dentro de la region de la EPPO y para ello es necesario el

control sanitario de las semillas.

El objetivo de este Trabajo Fin de Master es analizar la presencia de TOMMV en
lotes de semillas de tomate y pimiento importados por empresas espafiolas
comercializadoras de semillas y procedentes de paises de fuera de la UE entre
2019 y 2021. La deteccién de ToMMV en semillas se realiz6 mediante la técnica
molecular RT-PCR empleando cebadores especificos para este virus y realizando

previamente la extraccion de RNA de cada una de las muestras.



Se analizaron un total de 215 muestras de semilla de tomate y pimiento (130
muestras de semillas de tomate y 85 de pimiento) de distintos origenes (Chile,
China, India, Israel, Estados Unidos, Tailandia y Turquia) y se amplific6 un
fragmento de 625 pares de bases (pb) correspondiente al tamafio esperado para
ToMMV en 6 muestras de semillas de tomate (1 de origen lIsrael, 3 de origen
Chinay 1 de origen USA). La secuenciacion directa de estas secuencias confirmo
gue se trataba de ToMMV, ya que la secuencia de los aislados detectados
presentaba una identidad nucleotidica (nt) superior al 99% con aislados de
ToMMV recogidos en la base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology

Information).

Palabras claves: Analisis, cubierta seminal, pimiento, tobamovirus, tomate,
ToMMV, transmision, RNA, RT-PCR.



Resum: El tobamovirus del mosaic motejat de la tomata (Tomato mottle mosaic
virus, TOMMV) va ser descrit per primera vegada en 2013 infectant cultius de
tomata (Solanum lycopersicum L.) en Mexic. Posteriorment es detecta en
Ameérica, Asia i Europa provocant infeccions en els cultius de tomata i pimento
(Capsicum annuum L.). També va ser detctat en 2019 en llavors de pimenté
importades per Australia i procedents dels Paisos Baixos. Com altres
tobamovirus, TOMMV és un virus molt contagios que es transmitit mecanicament
d’'una planta a una altra per practiques culturals comuns i poden estar viables en
el sol llargs periodes en els resiuds dels cultius. Fins ara, la transmissioé de
ToMMV per llavor no ha sigut demostrada claramente, perd les observacions
indiquen que les llavors podrien tindrer un paper important en la dispersié del virus
a nivell mundial. Al llarg de molts anys, el virus del Mosaic del tabac (Tobacco
mosaic virus, TMV) i el virus del Mosaic de la tomata (Tomato Mosaic virus,
ToMV) han sigut els principals tobamovirus que infectaven els cultius de tomata,
perd varen poder ser controlats amb el Us de cultivars resistent i lots de llavors
lliures de virus. Per un altra banda, la aparicié actual de nous tobamovirus com el
ToMMV i el virus del fruit marr6é rugos de la tomata (Tomato brown rugose fruit
virus, ToBRFV) que pot superar la resistencia de aquestos cultivars, podria
representar una greu amenaca per la industria de la tomata i piment6. Un estudi
va concloure que ToMMV podria representar un alt risc per la produccié de tomata
i pimentd en els estats membres de la UE, considerats estos cultius molt
importants per a la regi6 EPPO (European and Mediterranean Plant Protection
Organization). Per tant, TOMMV ha sigut inclos en la llista de alertes de la EPPO.
Es neccesari més estudis sobre ToOMMV per determinar millor la distribucion
geografica, hospedants, epidemiologia e impact economic, perd mentres tant,
pareix desijable evitar una major propagacié dins la regid de la EPPO, siguent

necessari el control sanitari de les llavors.

L’objectiu d’aquest Treball Fi de Master es analitzar la precéncia de ToOMMV en
diferents lots de llavors de tomata i piment6 importats per empresses espanyoles
comercialitzadores de llavor i procedents de paisos de fora de la UE enviats per
inspectors de Punts de Control de Fronteres en ports i aeroports d’Espanya entre
2019 i 2021. La detecci6 de ToMMV en llavors es du a terme amb la tecnica
molecular RT-PCR empleant cebadors especifics per aquest virus i realitzant

previamente la extraccié de RNA de cada mostra.



Varen ser analitzades un total de 215 mostres de llavors de tomata i pimenté (130
mostres de llavors de tomata i 85 de pimentd) de diefrents origens (Xile, Xina,
India, Israel, Estats Units, Tailandia i Turquia) i se va amplificar un fragment de
625 parells de bases (pb) correponent al tamany esperat per a TOMMV en 5
mostres de llavors (1 d’origen Israel, 3 d’origen xinés i 1 mostra d’orige d’'EE. UU).
La secuenciacio directa d’aquestos fragments va confirmar que era el TOMMV, ja
que la sequencia dels aillats presentava una identitat nucleotidica (nt) superior al
99% amb altres aillats de ToOMMV de la base de dades del NCBI (National Center
of Biotechnology Information).

Paraules clau: Analisi, coberta seminal, pimentd, tobamovirus, tomata, TOMMV,
transmissio, RNA, RT-PCR.



Abstract: Tomato mottle mosaic virus, TOMMV was first described in 2013
infecting tomato (Solanum lycopersicum) crops in Mexico. It was subsequently
detected in America, Asia and Europe causing infections in tomato and pepper
(Capsicum annuum) crops. This virus was also detected in 2019 in pepper seeds
imported from Australia proceeded from Netherlands. Like other tobamovirus,
ToMMV is a highly contagious virus that is mechanically transmitted from plant to
plant through common cultural practices and by bumblebees,and can remain
viable in soil for long periods in crop residues. So far, transmission of TOMMV by
seed has not been cleary demonstrated, but observations suggest that seeds
could play a role in the spread of the virus around the world. For many years,
tobacco mosaic virus (TMV) and the tomato mosaic virus (ToMV) have been the
principal tobamovirus that infected tomato crops but controlled with resistant
varieties and virus-free seeds. However, the recent emergence of new
tobamovirus such as ToMMV and ToBRFV (Tomato brown rugose fruit virus),
which can overcome the resistance of these cultivars, could pose a serious threat
to the tomato and pepper industry. A recent study concluded that ToMMV could
pose a high risk for tomato and pepper production in EU which are considered
very important crops for the EPPO region (European and Mediterranean Plant
Protection Organization). Therefore, TOMMV has been recently added to the
EPPO alert list. Further studies on TOMMV are needed to better determine the
geographic distribution, host range, epidemiology, and economic impact, but in the
meantime, it seems desirable to prevent its further spread within the EPPO region

through controlling the seeds.

The objective of this work was to analyze the presence of TOMMV in different
batches of tomato and pepper seeds imported by Spain companies from third
countries between 2019 and 2021.The detection of TOMMV in seeds was carried
out by the molecular technique RT-PCR using specific primers of TOMMV prior
extraction of RNA from each sample.

A total of 215 tomato and pepper seed samples (130 tomato and 85 pepper) from
different origins (Chile, China, India, Israel, the United States, Thailand and
Turkey) were amplified a fragmet of 625 base pairs (bp) that it was corresponded
to the expected size for TOMMYV in 5 tomato seed samples (1 of Israel origin, 3 of
Chinese origin and 1 of US origin). Direct sequencing of these amplicons
confirmed the infection with ToMMV, and the sequences show more than
99%nucleotide identity with ToMMYV isolates retrieved from the Gen Bank

database from the NCBI (National Center of Biotechnology Information).



Key words: Analysis, seed coat, pepper, tobamovirus, tomato, ToMMV,
transmission, RNA, RT-PCR.
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1. INTRODUCCION

Los virus son entidades submicroscopicas capaces de causar enfermedades en
plantas y otros organismos vivos, los cuales no tienen metabolismo propio,
constituidos por una cubierta proteica y acido nucleico en su interior. Al no tener
metabolismo propio, se trata de parasitos obligados, por lo que Unicamente pueden
vivir en presencia de otro organismo (Sepulveda, 2019).

El estudio de virus en plantas es importante desde tres puntos de vista: el primero es
que los virus causan una gran cantidad de enfermedades en las plantas cultivadas y
ornamentales afectando econémicamente, siendo necesario ir desarrollando métodos
adecuados de diagnéstico y prevencion de epidemias; el segundo se trata del estudio
de las relaciones virus-planta a nivel celular y molecular, siendo clave para conocer los
sistemas de defensa de las plantas y comprender los mecanismos de patogénesis y el
altimo punto a indicar es tener conocimiento de los mecanismos de replicaciéon vy
expresion de genoma viral en plantas, el cual permite utilizar los virus como vectores
para expresar en plantas proteinas de interés econdmico y controlar plagas mediante

la expresion de proteinas y anticuerpos. (Moreno et al., 2016).

1.1Importancia econémica del cultivo del tomate y pimiento

El tomate (Solanum lycopersicum L.) estd ampliamente distribuido y es una de las
hortalizas de mayor valor econémico, con una produccion mundial en el afio 2019 de
180 millones de toneladas, siendo el 13,4% procedente de la Uni6n Europea (UE)
(Gréfico 1-A). En Espafia se cultivaron un total de 56.940 ha con una producciéon de
5 millones de toneladas (FAO, 2019) (Grafico 1-B).
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Grafico 1. Produccién mundial de tomate (A) y pimiento (B). Fuente: FAO, 2019



Respecto al pimiento (Capsicum annuum L.), es también un cultivo mundialmente
extendido, con una produccion anual en 2019 de 38 millones de toneladas, siendo el
9,2% procedente de la Union Europea (Gréfico 2-A). Espafia es el quinto pais que
produce una mayor cantidad de pimiento a nivel mundial, teniendo una superficie
total cultivada de 21.430 ha y una produccion de 1 millbn y medio de toneladas,
observando un incremento constante a lo largo de los afios (FAO, 2019) (Grafico 2-
B).
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Gréfico 2. Evolucion de la produccion y superficie en Espafia de tomate (A) y
pimiento (B). Fuente: FAO, 2019

1.2 Caracteristicas de los virus con transmisién por semilla

Los virus vegetales tienen diversas formas de transmisiébn como pueden ser: a
través de semilla, por propagacion vegetativa, polen, mecanicamente, plantas

parasiticas y/o o por vectores.

La transmision por semilla es importante en la epidemiologia de algunas
enfermedades, ya que las semillas les permiten perpetuarse, trasladarse a largas
distancias y ser fuente de in6culo primario de una enfermedad, pudiendo llegar a

producir grandes pérdidas econdémicas para el agricultor (Sepulveda, 2019).



Esta forma de transmisién es una de las mas importantes y comunes de infeccién de

las cosechas (Borodynko-Filas et al., 2017).

La transmisibn por semilla es una propiedad intrinseca demostrada en
aproximadamente 21 familias de virus vegetales. Mas del 18% de virus vegetales
son transmitidos por esta via en uno o0 mas hospedantes y se estima que un tercio
de los citados virus son transmitidos en, al menos, un hospedante (Johansen et al.,
1994; Sastry, 2013).

Por otra parte, hay que tener en cuenta que algunos de estos virus tienen la
propiedad de mantener su capacidad infectiva en semilla durante periodos largos de
tiempo, permitiendo asi su persistencia en el campo con el paso de los afios. Por lo
tanto, un pequefio porcentaje de semillas infectadas puede llegar a generar una
epidemia en zonas que estén libres del virus, agravandose esta situaciéon en caso de
no presentarse sintomas concretos, aunque la semilla sea portadora de la particula
viral (Johansen et al., 1994; Hull, 2004).

En los virus vegetales que se transmiten por semilla, existen dos formas de
transmision diferenciadas que dependen de la ubicacién del virus en la semilla, ya
que las particulas virales infectivas pueden localizarse en el embrién, endospermo,
tegumento y parte interna de la cubierta seminal o testa (localizacion interna) y/o en

la superficie de la semilla o testa (localizacion externa).

Respecto a los mecanismos de transmision de virus localizados en el embrién, la
infeccion se puede producir tanto por la infeccion de los tejidos reproductivos antes
de la embriogénesis (infecciobn gamética) o por la invasion del embrién en alguna
etapa de la embriogénesis (infeccion directa del embrion). La transmision de virus
por semilla de manera gametofitica puede ser por via femenina o via masculina con
el polen. La via de transmisién por polen consiste en la transmisién de la particula
viral desde el hospedante masculino infectado hasta el 6vulo de la planta femenina
(Mink, 1993). La transmision por polen y transmisién por semilla de virus vegetales

estan estrechamente relacionadas (Mink, 1993; Hull 2004).

Por otra parte, los mecanismos de transmision de virus localizados fuera del embrion
tienen lugar de forma mas esporadica en virus muy estables, donde el contagio se
produce mediante transmisibn mecénica durante la germinacion de esta,
aprovechando las pequefas heridas producidas (Sastry, 2013). Es un mecanismo
peculiar de transmisibn ya que los virus deben permanecer durante el
almacenamiento y las condiciones de humedad deben ser bajas (Johansen et al.,
1994).



1.3Virosis en tomate y pimiento transmitidas por semilla

Las enfermedades causadas por virus son las principales limitaciones en la
produccién de tomate y pimiento entre otras enfermedades causadas por patégenos

conocidos (Hanssen et al., 2010).

El género Tobamovirus es el mas grande de la familia Virgaviridae y consta de 37
especies y 6 especies tentativas, con el virus del mosaico del tomate (Tomato
mosaic virus, ToMV) como especie tipo (Adams et al, 2009; King et al., 2012). Las
especies virales incluidas en este género se consideran los de mayor importancia,
existiendo una clasificaciébn para estos en diferentes subgrupos conforme a su
estructura gendmica, el rango de hospedadores y la composicion de aminoacidos de

las cubiertas entre otras.

1.4Tobamovirus del mosaico moteado del tomate (ToMMV)

1.4.1 Origeny distribucion geogréfica

El Tobamovirus del mosaico moteado del tomate (Tomato mottle mosaic virus,
ToMMV) es una de las especies mas recientes caracterizadas y que ha mostrado
una rapida propagacion a nivel mundial. TOMMV se describidé por primera vez en
2013 infectando tomate en México (Li et al, 2013) y posteriormente en diferentes
partes del mundo como Israel (2014), Espafia y USA (2015), China (2018), Brasil
(2019) y Republica Checa (2020), pero su distribucién podria ser mas amplia que la
que se muestra en el mapa (Webster et al., 2014; Filmer et al., 2015; Li et al., 2014;
Turina et al., 2016; Ambrés et al., 2017; Luria et al., 2017; Che et al., 2018; Nagai et
al., 2019; EPPO, 2020) (Fig. 1).
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Figura 1. Distribucién mundial del ToMMV. Fuente: EPPO Global Database, 2021
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Como el TOMMV es un virus emergente que presenta similitudes con otro tobamovirus
emergente como es el virus del fruto marrén rugoso del tomate (Tomato browen
rugose fruit virus, ToBRFV — Lista EPPO A2), y dado que el pimiento y el tomate son
cultivos importantes en la regién de la EPPO, el Panel de Medidas Fitosanitarias de la
EPPO recomendd que se agregase a la lista de alertas de la EPPO (EPPO, 2020). EI
objetivo principal de la Lista de alerta de la EPPO es llamar la atencién de los paises
miembros de la UE sobre ciertas plagas que posiblemente presenten un riesgo para
estos y lograr una alerta temprana. La EPPO también puede utilizarlo para seleccionar
candidatos que pueden someterse a un andlisis de riesgo de plagas (PRA, Pest Risk
Analysis). En si misma, la Lista de alerta de la EPPO no es una lista de cuarentena ni

constituye una recomendacion para las regulaciones fitosanitarias.

1.4.2 Encuadre taxondmico y morfologia de la particula viral

El virus del mosaico moteado del tomate, (Tomato mottle mosaic virus, ToOMMV),
pertenece a la familia Virgaviridae, género Tobamovirus (Tabla 1; ICTV, 2020). La
particula viral es alargada en forma de varilla de aproximadamente 200nm de
longitud y 18nm de diametro. EI genoma completo del virus esta constituido por una
molécula de RNA monocatenario de sentido positivo, y tiene un contenido total del
5% de RNA y el resto de proteina (Zhan et al., 2018). Su genoma esta compuesto
por 6399 nt organizado en cuatro pautas de lectura abierta (ORF, Open reading
frames) o genes. Los genes ORF | y ORF II, separados por un codon de parada que
codifican el complejo proteico replicasa de 126 y 183, respectivamente; ORF Il



codifica la proteina de movimiento (MP) de 30 kDa y ORF IV codifica la proteina de
cubierta (CP) de 17,5 kDa (Dombrovsky et al., 2017).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de Tomato mottle mosaic virus (ToMMV). Fuente: ICTV, 2020

Dominio Riboviria

Reino Orthornavirae

Filo Kitrinoviricota

Clase Alsuviricetes

Orden Martellivirales
Familia Virgaviridae
Género Tobamovirus
Especie Tomato mottle mosaic virus

1.4.3 Sintomatologia

Las plantas de tomate infectadas por TOMMV muestran distorsion de las hojas,
mosaico, moteado y necrosis. De forma general, en la siguiente figura se observan
los sintomas tipicos en planta de tomate (Fig. 2-A), estando en la izquierda la planta
no infectada y en la derecha la infectada. Las plantas de pimiento infectadas
presentan sintomas de atrofia, moteado sistémico y necrosis y en planta de pimiento

(Fig. 2-B), estando en la izquierda la planta no infectada y en la derecha la infectada,

gue muestra necrosis y amarilleo severo de los brotes apicales (Ambrés et al., 2017).

Figura 2. Sintomas de tomato mottle mosaic virus, TOMMV en planta de tomate (A) y en planta

de pimiento (B) Fuente: Ambrés et al., 2017



Respecto a la sintomatologia en hojas, se observa que el ToOMMV provoca clorosis y
deformaciones en hojas, asi como lesiones necroticas y retraso en el crecimiento
(Fig. 3) (Xuelian et al., 2017).

Figura 3. Sintomas de tomato mottle mosaic virus, TOMMV en planta de tomate (A: Lesiones

necréticas y clorosis en hojas; B: deformacién de la hoja) Fuente: Xuelian et al., 2017

Los frutos de tomate infectados muestran un mosaico en diferentes tonos rojizos,
anaranjados o amarillentos, siendo también comudn la aparicion de deformaciones
acompafadas de una maduracion irregular y reduccién del tamafio y nimero de
frutos (Fig. 4) (Xuelian et al., 2017).

Figura 4. Sintomas de Tomato mottle mosaic virus, TOMMYV en frutos de tomate (A: Lesiones

necroticas en frutos; B: Necrosis del fruto). Fuente: Xuelian et al., 2017

La sintomatologia asociada a la infeccion por ToOMMV descrita anteriormente (Fig. 3y
4), es muy similar a la descrita para infeccion por tobamovirus (Fig. 5). Esto pone de
manifiesto que la introduccion de un nuevo tombamovirus como ToMMV puede
confundirse en campo con otros virus de este género ya presentes en la zona.
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Figura 5. Sintomas causados por tobamovirus en tomate Il. Fuente: Seminis

1.4.4 Formas de transmision

Los tobamovirus, teniendo en cuenta que son altamente estable, tienen diversas

formas de transmision que son explicadas a continuacion (Alfaro-Fernandez et al.,

2013):

Mecénica: también se transmite con una gran facilidad, por el simple contacto
gue se produce entre plantas o a través del agricultor al realizar las labores

de cultivo.

Vectores de forma mecanica: puede existir algin caso, donde la forma de
transmision es puramente mecanica, como puede ser los escarabajos
comedores de hojas o abejorros, que durante su alimentacion rozan con su
mandibula el tejido vegetal, produciendo asi la inoculacion del virus.

Suelo: en restos vegetales de plantas infectadas ya secos, debido a su
exposicion a condiciones de altas temperaturas los tobamovirus puede
sobrevivir en el suelo durante largos periodos de tiempo. Los restos vegetales
hay que tenerlos muy en cuenta en la gestion de este tipo de enfermedades



debido a que si el material esta infectado puede ocasionar la infeccion del
siguiente cultivo al rozar con las plantulas trasplantadas.

- Semilla: el porcentaje de transmision de tobamovirus por semilla puede legar
a ser alto, debido en gran parte a los restos mucilaginosos que pueden
quedar en las vellosidades de la semilla, con altos porcentajes de transmision

de forma mecénica cando emerge el embrion.

En el caso concreto del TOMMV, se necesitan mas estudios sobre la transmision de
ToMMV, pero las observaciones sugieren que, como otros tobamovirus, es un virus
altamente contagioso que se transmite mecanicamente de una planta a otra a través
de préacticas culturales comunes. Al igual que el virus del fruto marrén rugoso del
tomate, los abejorros también pueden transmitir el ToMMV. La mayoria de los
tobamovirus contaminan la cubierta de la semilla (pero no necesariamente el
embrién) de sus plantas hospedantes. Hasta ahora, la transmision de ToMMV por
semillas no se ha demostrado claramente, pero las observaciones sugieren que las
semillas podrian desempefiar un papel en la rapida propagaciéon del virus a nivel
mundial. TOMMV fue detectado en 2019 por la ONPF (Organizacion Nacional de
Proteccion Fitosanitaria) australiana en un lote de semillas importadas de C. annuum
y actualmente se estdn tomando medidas de emergencia para prevenir cualquier

entrada adicional del virus en Australia (EPPO, 2021).

1.4.5 Gamade hospedadores

Solo se han informado infecciones naturales de ToMMV en cultivos de tomate y
pimiento al aire libre y bajo invernadero (Xuleian et al., 2017). Sin embargo,
experimentos de laboratorio han demostrado que la gama de hospedantes de
ToMMYV podria ser mas amplio, ya que el virus puede transmitirse mecanicamente a
otras solanaceas (Nicotiana spp., Petunia hybrida, Physalis spp.) y Brassicaceae
(Brassica spp., Raphanus sativus). La presencia de ToMMV también ha sido
detectada por metagendmica en garbanzo [Cicer arietinum (Fabaceae)] en ltalia,
pero esto no ha sido confirmado por estudios adicionales. Aunque falta ser
confirmado, estudios realizados en China muestran posibles infecciones mixtas de
ToMMV con el virus del mosaico verde suave del tabaco (Tobacco mosaic virus,

TMV) en berenjena causando sintomas y pérdidas de rendimiento (EPPO, 2020).



1.4.6 Pérdidas econémicas producidas por el ToMMV

Desde la deteccion del primer caso de infeccion en tomate por TOMMV en Espania,
que supuso la primera deteccién en Europa, se ha convertido en una preocupacion
importante para el sector productor de tomate y pimiento, como lo era antes ToMV.
Su rapida difusion mostrada en muchas partes del mundo pone de relieve el temor
de su introduccion en nuevas areas agronémicas causando epidemias en ambos
cultivos (Martinez et al, 2017). Ademas, la preocupacion aumenta ya que ToMMV
podria superar la resistencia a ToMV, como ya se ha demostrado que sucede en
algunos cultivares de tomate (Zhan et al., 2018).

Las pérdidas agronémicas provocadas por virus vegetales dependen de una serie de
factores como pueden ser el aislado viral, la edad de la planta en el momento de la
infeccidon por agente viral, asi como también de las condiciones ambientales en las

que se desarrolla el cultivo.

1.4.7 Medidas de control

ToMMV, al igual que otros tobamovirus, es un virus cuyas particulas son muy
estables y pueden persistir durante largos periodos sin infectar a un hospedante

Vivo.

La primera medida de control debe realizarse a nivel de semilla, la cual debe estar
libre de virus. Hay diversos tratamientos tanto con productos quimicos, termoterapia
o la realizacién de lavados con disoluciones especifica (Alfaro-Fernandez et al.,
2013) que podrian emplearse para la inactivacion del ToOMMV en semilla, pero faltan

estudios al respecto.

Los tratamientos quimicos, pueden ser efectivos para inactivar virus alojados en la
parte externa de la testa, ya que se considera un tratamiento superficial. Si se hiciera
uso de estos tratamientos quimicos cuando el virus esta localizado en el embrién no

tendrian ningun efecto en la inactivaciéon del virus (Herrera-Vazquez et al., 2009).

Respecto a los tratamientos térmicos, se pueden realizar con calor seco,
manteniendo la semilla en estufa durante un tiempo y una temperatura concreta.
Este método es muy recomendado en la inactivaciéon del ToMV de semillas de
tomate (24 horas a 80°C con calor seco) (MAGRAMA, 1990).

Por tanto, utilizar material vegetal libre de patdgenos es importante para prevenir
cualquier enfermedad transmitida por semilla. Para prevenir problemas causados por

ToMMV, se deberia de emplear semillas con certificaciones que verifiquen que esta
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libre de ToOMMV. Esta medida evitaria la introduccion del patégeno en areas donde

no esta presente o una infeccion temprana de los cultivos.

Ademas de partir de semillas libres de ToOMMV, esta medida se deberia implementar
con la higiene del material que esté en contacto con el cultivo a lo largo de su ciclo
(Van Dorst, 1988). La desinfeccion de las herramientas utilizadas en las diferentes
labores mediante fosfato trisédico al 10% durante 30 min reduce las posibilidades de
transmisibn mecénica planta a planta, pero no de hoja a hoja por contacto entre
plantas. También es de suma importancia la desinfeccion de los operarios siempre
que vayan de una instalacion a otra, siendo eficaz el empleo de guantes
desechables (Blancard & Pitrat, 2000).

Hay que tener muy en cuenta que ToMMV tiene una gran facilidad para la
transmisién mecanica, por lo que las distintas labores culturales a realizar favorecen
en gran parte la extension de la enfermedad con rapidez y eficacia, por lo que esta
aconsejado la desinfeccion de manos y utensilios y el tratamiento con disoluciones

de fosfato trisddico o simplemente el lavado con jab6n y agua.

En el caso de detectar plantas afectadas, una medida 0til es eliminar aquellas
afectadas y las vecinas que puedan haber mantenido un estrecho contacto. Las
plantas para retirar se deberian introducir en bolsas cerradas para evitar posibles
contaminaciones futuras. También hay que tener en cuenta que en los restos de
cultivo el virus se puede mantener infectivo, por lo que se deben compostar o ser
sometidos a biofumigacion durante aproximadamente dos meses para eliminar el

virus, haciendo asi un aporte extra de materia organica al suelo.

Por tanto, realizar un exhausto control tanto de la semilla como de las plantulas en
los semilleros, realizando limpiezas y desinfecciones de los utensilios y personal es
primordial. Se deben, asegurar asi las debidas garantias fitosanitarias y la sanidad
de las plantulas, empleando siempre material de plantacion con sus certificados

pertinentes (Alfaro-Fernandez et al., 2013).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En 2013 se detectd por primera vez en México el tobamovirus del mosaico moteado
del tomate (ToMMV), y posteriormente en América, Asia y Europa (EPPO, 2021)
causando infecciones y pérdidas econdmicas importantes en los cultivos de tomate y
pimiento. Recientemente se ha detectado en semillas de pimiento para siembra
importadas en Australia y procedentes de los Paises Bajos. TOMMV es un virus muy
estable y aunque su transmisién por semilla no se ha demostrado claramente, las
observaciones sugieren que las semillas podrian desempefiar un papel en la
dispersion del virus a otras zonas.

Aunque el porcentaje de semilla comercial contaminada y su tasa de transmision
pueda ser bajo, unas pocas plantulas infectadas actuarian como fuente de inéculo
primario, pudiendo ocasionar la rapida propagacién del virus durante el cultivo, ya que
se transmite facilmente por contacto entre plantas y de forma mecéanica durante las

labores propias del cultivo.

El sector estd preocupado con la posible introduccion de este virus por semilla
procedente de otros paises, surgiendo asi la necesidad de evaluar la sanidad de las

semillas comerciales de tomate y pimiento que llegan a Espafia.

Por tanto, en este Trabajo Fin de Master se planteé como objetivo determinar la
presencia de ToMMV en distintos lotes de semillas de tomate y pimiento
procedentes de paises de fuera de la UE entre noviembre de 2019 y julio 2021. Para
llevar a cabo este estudio, aprovecharon los lotes de semillas que habian sido
muestreados en estas fechas por los inspectores de los Puntos de Control
Fronterizos espafoles y enviados al Laboratorio Nacional de Referencia para la
identificacion y diagnéstico de virus y fitoplasmas en especies vegetales no lefiosas
y productos vegetales (Laboratorio de Virologia del Instituto Agroforestal
Mediterraneo de la Universitat Politecnica de Valencia, IAM-UPV) para su analisis a
ToBRFV siguiendo las indicaciones del MAPA y en cumplimiento del Reglamento
Ejecucion (UE) 2020/1191 de la Comision Europea (DOUE-L-2020-81270).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1Material vegetal

El material vegetal de partida empleado en el presente trabajo para analizar a
ToMMV comprende 130 muestras de semillas de tomate y 85 de pimiento
procedentes de Chile, China, India, Israel, Estados Unidos Tailandia y Turquia
(Anexo 7.1), asi como una muestra positiva a ToMMV, cedida por el Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), que se ha utilizado como control
positivo en los andlisis (Anexo 7.1). Las muestras de semillas fueron muestreadas
entre noviembre de 2019 y julio de 2021 por los Inspectores de Fronteras (Personal
Inspector de Frontera, PIF) de los Puntos de Control Fronterizos (PCF) espafioles de
Valencia, Alicante, Madrid y Barcelona y enviadas al Laboratorio Nacional de
Referencia para la identificacion y diagnostico de virus y fitoplasmas en especies
vegetales no lefiosas y productos vegetales (Laboratorio de Virologia, IAM-UPV)
para su analisis a TOBRFV en cumplimiento con los Reglamentos de Ejecucion de la
UE 2019/1615 (Anexo 7.4.1) y 2020/1191 (Anexo 7.4.2) para el andlisis de la
presencia del ToBRFV.

Los datos de variedad de la semilla, pais de origen, fecha de importacién, cédigo de
la empresa importadora, nimero de semillas analizadas, asi como los resultados
previos obtenidos en el LNR para su andlisis a ToBRFV se encuentran detallados en

el Anexo 7.1.

El nimero de semillas que conforman las muestras enviadas por los PIFs para su
analisis depende del tamafio del lote de semilla importado. Por ello los tomaron las
muestras siguiendo la metodologia para muestreo de envios de 2008 NIMF n.° 31

(Normas Internacionales para Medidas Fitosanitarias) (NIMF, 2008).
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3.2Procesado de las semillas para su analisis
Después de recibir la muestra en el laboratorio para su andlisis (Fig. 6), cada muestra
de semillas a analizar se subdividi6 en submuestras de 250 semillas como maximo
cada una. Seguidamente, cada submuestra se introdujo en bolsas de extracciéon con
forma de “U” (Bioreba) (Fig. 7) para su mejor triturado y homogenizacion en 10 mL y
20 mL de tampon de extraccion de Loewe por cada 250 semillas de tomate y pimiento,

respectivamente (Anexo 7.2.1).

Figura 6. Hoja de control enviada por el PIF y una muestra de semilla de tomate

Figura 7. Bolsa de extraccién con forma de “U” (Bioreba)
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Una vez obtenido el homogenizado, se transfirieron 75 pL de cada submuestra de 250
semillas a un tubo Eppendorf de 1,5 mL agrupando un méximo de 4 submuestras
(extracto agrupado de 1.000 semillas). Esos 300 uL se emplearon para la extraccion
de RNA que se describe a continuacion (Fig. 8).

Figura 8. Obtencidn del extracto de semilla previo a la extraccion de RNA

3.3Andlisis de semillas mediante la técnica molecular RT-PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en producir multiples copias
de un segmento determinado de Acido desoxirribonucleico (DNA), amplificando parte
del genoma viral y permitiendo asi su deteccién. En la mayoria de los virus, su
genoma esta constituido por RNA, por tanto, para realizar la PCR es necesario
incluir un paso preliminar donde una transcriptasa reversa realiza la transcripcion de
RNA a la cadena complementaria de DNA (cDNA) que servira de molde para la PCR
(Rio, 2014). Este proceso recibe el nombre de RT-PCR y es el que se va a seguir en

este trabajo ya que el genoma de TOMMV es de RNA.

El paso previo al analisis RT-PCR fue la extraccion de RNA mediante el kit comercial
NucleoSpin Plant RNA (Macherey-Nagel) (Anexo 7.2.1).
Los extractos de RNA obtenidos se analizaron mediante RT-PCR utilizando el
enzima SuperScript® 1ll One-Step RT-PCR System with Platinum Tag® DNA
polymerase kit (Invitrogen Life Tefchnologies, Barcelona, Espafia) con la pareja de
cebadores especificos de TOMMV (ToMMV-F/ToMMV-R) (Turina et al., 2016) (Tabla
2), que amplifican un fragmento aproximado de 621 pb de dos ORF diferentes:
proteina de movimiento o MP en la ORF [; y proteina de la capside o CP en la ORF
1.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 Thermal Cycler
(Applied BioSystems) y Labcycler (SensoQuest, Gottingen, Alemania) (Fig. 9). El
programa empleado para la amplificacién consisti6 en una incubacion a 50°C
durante unos 30 min. para la transcripcion inversa del RNA del ToMMV a DNA
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complementario (cDNA); después se elevé la temperatura a 94°C durante 2 min.
para la desnaturalizacion del cDNA; a continuacion, se llevaron a cabo un total de 40
ciclos que consistieron cada uno de ellos en la desnaturalizacion a 94°C durante 1
min., seguido del anillamiento, a 55°C durante un tiempo de 45 seg. y por ultimo se
produjo la extension con una duracibn de 1 min. a 68°C. Posteriormente, para
finalizar y poder completarse la amplificacion de los fragmentos del PCR que
hubieran quedado incompletos las elongaciones previas, se realiz6 otro paso de
elongacion en un unico ciclo de 10 min. a 68°C. Tras finalizar todos estos pasos, el
termociclador mantuvo las muestras obtenidas a 10°C para que estas estén
conservadas en buenas condiciones (Anexo 7.2.2) hasta la visualizacion de los
resultados de la RT-PCR.

Tabla 2. Cebadores especificos para la deteccion de ToMMV. Fuente: Xuelian et al., 2017

) ) TAMARO DEL
CEBADOR SECUENCIA NUCLEOTIDICA 5°-3’ LOCALIZACION
PRODUCTO (nt)
ToMMV-F AAAAGGGCGGTCTAATTTC 5614
621
ToMMV-R TAATTTCGTCCTTTATTAC 6199

Figura 9. Termicicladores. A: 2720 Thermal Cycler (Applied Byosistems); B: Labcycler
(SensoQuest)
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Una vez finalizada la RT-PCR, los fragmentos amplificados se visualizaron en geles
de agarosa 1,2% TAE 1X (40 mM Tris pH 7,5, 20 mM acetato sddico, 2 mM EDTA)
empleando un marcador DNA GeneRulerTM 100 pb Ladder Plus (ThermoFisher
Scientific) y se tifieron con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward,
USA). Para la visualizacion con luz UV se emple6 en el transiluminador EZEE
gelONE, Cleaver Scientific (Fig. 10) (Anexo 7.2.3).

Figura 10. TransiluminadorEZEE gelONE (Cleaver Scientific).

3.4Purificacion del producto de RT-PCR y secuenciacion

Con el fin de comprobar que los fragmentos amplificados en la RT-PCR correspondian
a ToMMV, estos se sometieron a un proceso de purificacion con el kit comercial High
Pure PCR Product Purifcation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) (Anexo
7.2.4) y se enviaron al Servicio de Secuenciacion del Instituto de Biologia Celular y
Molecular de Plantas (IBMCP) para su secuenciacién directa.

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (www.blast.ncbi.nml.nih.gov) en la pagina web del NCBI (National Center
of Biotechnology Information) obteniendo el porcentaje de identidad nucleotidica de las
mismas al compararlas con secuencias contenidas en la base de datos de esta

entidad.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Anédlisis de semillas mediante la técnica molecular RT-PCR

De las 215 muestras de semillas de tomate y pimiento muestreadas entre 2019 y
2021 y analizadas en el desarrollo de este TFM a ToMMV, se ha detectado ToMMV
en un total de 6 muestras de semillas de tomate de distintas procedencias: Israel
(2019), China (2019, 2020 y 2021) y EE. UU. (2021). Aunque los analisis a ToBRFV
mediante RT-gPCR no se han llevado a cabo durante este TFM (ya que fueron
realizados previamente por personal del Laboratorio de Virologia, IAM-UPV), se
incluyen también para complementar la informacion disponible de estas muestras
(Tabla 3). Todos los resultados obtenidos en las muestras a analizar se muestran

detallados en el Anexo 7.3.

Tabla 3. Muestras de semilla con resultado positivo tras ser analizadas mediante RT-PCR con

cebadores especificos de ToMMV

cobico | _FECHA ORIGEN CODIGO | o sEMILLAS RT-gPCR | RT-PCR
LNR ENTRADA | semiLia | EMPRESA - 1 aNaLizapas | ESPECIE | 1oBRFV | Tommv
LABORATORIO IMPORTADORA

614/19 | 10/12/2019 | ISRAEL D 250 TOMATE | NEGATIVO | POSITIVO
622/19 | 11/12/2019 CHINA F 250 TOMATE | NEGATIVO | POSITIVO
87/20 | 17/02/2020 CHINA K 1000 TOMATE | NEGATIVO | POSITIVO
52020 | 09/11/2020 USA P 500 TOMATE | NEGATIVO | POSITIVO
101/21 | 09/03/2021 CHINA P 3712 TOMATE | NEGATIVO | POSITIVO
208/21 | 15/04/2021 CHINA K 8060 TOMATE | NEGATIVO | POSITIVO

En la Figura 11 se muestran las imagenes de los geles de agarosa al 1,2% en TAE
1x con los resultados obtenidos tras su tincién y visualizacion en el transiluminador.
En ellos pueden observarse, las bandas con el fragmento esperado de 621 pb en
algunas de las muestras que han resultado positivas tras su andalisis, asi como en los

controles positivos incluidos en la reaccion.

Se observaron diferencias al comparar la intensidad de bandas obtenidas entre las
diferentes muestras, como por ejemplo la muestra 87/20 (Fig. 11A) menos intensa
que la 101/21 (1) (Fig.11C), o incluso entre las 3 submuestras de la muestra 208/21
(Fig. 11E). Esta mayor intensidad, puede deberse a una mayor concentracion del
virus en unas muestras que en otras, es decir, a mayor numero de semillas
infectadas. Aunque la RT-PCR convencional empleada, no es una técnica

cuantitativa, si existe relacion entre la intensidad de la amplificacion visualizada en
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agarosa con el niumero de copias amplificadas en la reaccién del RNA empleado
como molde.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en TAE 1X donde se visualizan los
resultados de la RT-PCR con cebadores especificos de ToMMV. Marcador de 100 pb (M),
Control blanco (NT), Tomate sano (TS), Muestras de semilla que han dado positivo (A: muestra
622/19; B: muestra 87/20; C: muestra 520/20 y muestra 614/19; D: muestra 101/21 con tres
submuestras; E: muestra 208/21con tres submuestras); Positivos controles (PC).
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En estas muestras positivas, consistentes en la agrupacion de semillas, se detecté
ToMMV lo que implica que en ellas hay al menos una semilla contaminada, siendo
estas submuestras como maximo de 1000 semillas. El protocolo de agrupacion de
semillas para el andlisis es el descrito en el protocolo estandar de deteccién e
identificacion de ToBRFV donde también se incluyen protocolos de andlisis de semillas
mediante RT-PCR convencional (EPPO, 2020), misma técnica que la empleada en
este TFM para la deteccion de ToMMV. En algunos casos cuando el ndmero de
semillas era inferior a 1000, solo consisti6 en una submuestra (como es el caso de
614/19, 622/19, 87/20 y 522/20); sin embargo, en las muestras 101/21 y 208/21 el
nuamero de semillas fue mayor a 1000, analizdndose 4 y 8, respectivamente. En este
ultimo caso, solo 3 de las agrupaciones de la muestra 101/21 y 208/21 fueron positivas
a ToMMV, pero este resultado es suficiente para que se rechace el lote entero de

semillas, en caso de que el reglamento lo exija.

Teniendo en cuenta el origen y cultivo de todas las muestras analizadas, se observa
que entre noviembre 2019 y julio 2021 hubo una mayor importacion en Espafia de
semillas de tomate que de pimiento, siendo predominante el origen de procedencia

Israel, seguido de China (Gréaf. 3).
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Grafico 3. Origen de las muestras analizadas a ToMMV de cultivo de tomate y pimiento entre
noviembre de 2019 y julio 2021.
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Respecto a las muestras de semillas que resultaron positivas a TOMMV se observé
que todas eran de tomate, principalmente con origen China y, en un porcentaje
menor, de USA e Israel (Gréf. 4).
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Graéfico 4. Origen de procedencia de las muestras analizadas positivas a ToOMMV

En resumen, de las 130 muestras de semillas de tomate analizadas, se ha detectado
ToMMV en 6, lo que supone la presencia de ToOMMV en el 4,6 % de los lotes de
semilla de tomate importados en Espafia. De las 85 muestras de semillas de

pimiento analizadas, no se ha detectado en ninguna de ella ToOMMV (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de muestras positivas a ToOMMV del total de muestras importadas en

Espafa entre noviembre 2019 y julio 2021

TOTAL DE RESULTADOS PORCENTAJE DE
MUESTRAS POSITIVOS POSITIVOS
130 6 4,6%
85 0 0%

La importacion de material de plantacion infectado con ToMMV, en este caso
semillas de tomate, supone un grave riesgo para los cultivos espafioles. Por un lado,
supone la introduccion de un nuevo tobamovirus en algunas zonas productoras de
tomate del pais. Por otro, implica ademas la dispersién de este dentro del territorio
espafol ya que las empresas comercializadoras de semillas e incluso los viveros que

comercializan las plantulas de tomate, muchas veces, no se restringen a un area
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concreta, sino que los reparten en diferentes zonas productoras. Al tratarse de un
tobamovirus, cuya dispersion mecénica es facil (Dombrowsky et al., 2017), puede
suponer un riesgo elevado para los cultivos de tomate. La entrada y establecimiento
de una enfermedad causada por un nuevo tobamovirus, supondria en un primer
momento la erradicacién de la enfermedad, estrategia bastante dificil en el caso de
estos, ya que, si la via de entrada se debe a semilla contaminada, esta se introduce
en paralelo en diferentes areas productoras, y es mas dificil su deteccion y rapida
respuesta (Dombrowsly et al., 2017). Por tanto, seria prioritaria la deteccion previa a

la comercializacion de la semilla.

En este TFM, las muestras de semilla positivas a ToMMV, fueron enviadas al LNR
(IAM-UPV) para la deteccioén de ToBRFV, para el cumplimiento de los Reglamentos
de Ejecucién de la UE 2019/1615 (Anexo 7.5.1) y 2020/1191 (Anexo 7.5.2). Este es
un caso parecido al publicado por Lovelock et al. (2020) donde se detecté ToMMV
en semillas de pimiento importadas a Australia con cebadores generales de
Tobamovirus, aunque el tobamovirus legislado en ese pais es ToBRFV. Este hecho
pone de manifiesto que se controla la entrada Unicamente de aquellos virus con

reglamentacién especifica, pudiendo entrar otros al pais igual de peligrosos.

4.2Purificacién y secuenciaciéon del producto obtenido en la RT-PCR

Los fragmentos de 621 pb amplificados en 5 muestras de las 6 que dieron positivo a
ToMMV mediante RT-PCR con los cebadores TOMMVF/R descritos por Turina et al.,
(2016) (Tabla 5), tras ser purificados, se enviaron a secuenciar obteniéndose 5
secuencias que se analizaron mediante un andlisis BLAST en la pagina web del
NCBI. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Todos los fragmentos amplificados mostraron una alta identidad nucleotidica (superior
al 99%) con secuencias contenidas en la base de datos del NCBI de aislados de
ToMMV. En la Tabla 5, se han incluido dos a modo de ejemplo, las del aislado MX5 de
ToMMV de México de 2009 y la del aislado HN procedente de China de 2019. Todas
las secuencias obtenidas en este trabajo mostraron identidades menores con aislados
de otros tobamovirus como ToMV (86.63% nt. id., N.° de Accesion KY967225) o TMV
(85.5% nt. Id., N.° Accesion KT923126). En otros aislados de ToMMV estan descritos
porcentajes de identidad de mas del 99.08% para el genoma completo, y en el caso de
las OFR que codifican para la MP y la CP, amplificadas y secuenciadas parcialmente
en este TFM, con identidades desde el 98.88 hasta el 100 % (Tu et al., 2021).
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Tabla 5. Porcentaje de identidad nucleotidica obtenido tras el analisis BLAST de las secuencias

amplificadas en este TFM

- o )
Codigo de Origen Yo |dent,|d.ad No. Accesién NCBI
muestra nucleotidica
99.81% KF477193 (aislado MX5)
622/19 Israel
99.61% MH381817 (aislado HN)
100% KF477193 (aislado MX5)
87120 China _
99.67% MH381817 (aislado HN)
99.83% KF477193 (aislado MX5)
520/20 USA .
99.83% MH381817 (aislado HN)
99.83% KF477193 (aislado MX5)
101/21 China
99.83% MH381817 (aislado HN)
99.52% KF477193 (aislado MX5)
208/21 China .
99.36% MH381817 (aislado HN)
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CONCLUSIONES




5. CONCLUSIONES

- Las semillas de pimiento comerciales importadas por empresas espafiolas
comercializadoras de semillas y procedentes de paises de fuera de la UE
entre noviembre de 2019 y julio 2021, no presentan contaminacion por
ToMMV.

- Entre noviembre de 2019 y julio de 2021, un porcentaje importante (4,6%) de
lotes de semillas de tomate comerciales importadas por empresas espafiolas
comercializadoras de semillas y procedentes de paises de fuera de la UE

como China, Israel y USA estaban contaminadas con ToOMMV.

- Aunque no se tienen todavia datos de la capacidad infectiva del ToMMV
detectado en las semillas comerciales de tomate, su deteccion incrementa el
temor del sector agricola en la introduccién de este virus en nuevas areas
productoras y la preocupacién por las pérdidas econémicas que ello podria

conllevar.

- Al igual que ha hecho la Comision Europea en el caso de ToBRFV, ésta
deberia de establecer medidas para evitar la introduccién y propagacion en la
Unién Europea del TOMMV.
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