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Distribucion de Tomato chlorotic spot virus (TCSV) en el cultivo
de tomate (Solanum lycopersicum L.) en Cuba
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RESUMEN

ABSTRACT

En Cuba, a partir de 2009, se observaron sintomas en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) similares a los causados por el género Tos-
povirus, pero a partir de la campafa 2012-2013 estos se manifestaron
con mayor intensidad en algunas zonas del cultivo en las provincias de
Artemisa, Mayabeque y Guantanamo, y mediante técnicas moleculares
se determind la presencia de la especie Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), perteneciente al género Tospovirus. El objetivo de este trabajo
fue conocer la presencia de este virus en el cultivo del tomate en las
restantes provincias del pais, y los sintomas que causa. Para esto se
muestrearon areas del cultivo, organopénicos y casas de cultivo prote-
gido en diferentes municipios de las provincias occidentales, centrales, y
orientales. Las muestras se inocularon de forma mecanica en plantas de
tomate var. Rilia, y en las indicadoras Nicotiana glutinosa, L., Nicotiana
tabacum, L., var. White Burley y var. Criollo 98, y Chenopodium quinoa,
Wild. Para confirmar la presencia de Tospovirus y de la especie, las
muestras que mostraron sintomas fueron analizadas mediante RT-PCR,
utilizando los cebadores genéricos para Tospovirus y especificos para
detectar TCSV. Las plantas indicadoras reaccionaron de forma hipersen-
sible. El género Tospovirus y la especie TCSV se detectaron en muestras
provenientes de todas las localidades muestreadas, a excepcion de
algunas provenientes de la provincia de Guantanamo, con las cuales no
se obtuvo el segmento con la talla esperada para el par de cebadores
en RT-PCR. En tomate se observaron, de forma general, hojas con
manchas cloréticas y necréticas y coloracion violacea, asi como frutos
con manchas necréticas y anillos muy acentuados.
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In Cuba, since 2009, symptoms on tomato plants (Solanum lyco-
persicum L.),similar to those caused by the genus Tospovirus, were
observed. However, since the 2012-2013 campaign, there was a
considerable increase on symptoms intensity, in some crop areas of
Artemisa, Mayabeque and Guantanamo provinces; and the presence of
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), belonging to the genus Tospovirus,
was determined by molecular techniques. The aim of this study was to
determine the presence of this virus as well as the symptoms it cause,
in tomato growing areas of the remaining provinces. For this purpose,
areas of different municipalities of the western, central, eastern prov-
inces, and protected cultivation houses were sampled. The samples
was mechanically inoculated in tomato var. Rilia and in indicator plants
Nicotiana glutinosa L., Nicotiana tabacum L. var. White Burley, var.
Criollo 98 and Chenopodium quinoa Wild. To confirm the presence of
Tospovirus, and species, samples showing symptoms were analyzed by
RT- PCR Hypersensitivity reactions were detected on indicator plants.
The genus Tospovirus and species TCSV were detected in all sampled
locations, except for some samples from Guantanamo province, with
which the segment was not found with the expected hope for the pair
of primers in RT-PCR. In tomato, it was observed, in general, leaves
displaying chlorotic and necrotic spots, bronzed coloration, and fruits
with very pronounced necrotic spots and rings.
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INTRODUCCION

Entre los cultivos horticolas mas demandados en
Cuba, el tomate (Solanum lycopersicum L.) ocupa
unos de los primeros lugares por sus diversas formas
de utilizacién como alimento, su importante nivel de
vitaminas y por su consideracién como un renglén
comercial y econémico para la seguridad alimentaria,
lo que ha llevado al incremento de areas dedicadas al
mismo, tanto en condiciones de campo abierto como
en organoponicos y casas de cultivo protegido, con
producciones de hasta 678 000 t en el periodo 2012-
2013 (ONEIL, 2014).

Sin embargo, el tomate es susceptible a diferentes
enfermedades a nivel mundial, como las causadas
por patégenos virales, y actualmente el nimero ha
aumentado debido a la aparicién de nuevas enferme-
dades emergentes, como las provocadas por especies
pertenecientes a los géneros Begomovirus transmitidas
por moscas blancas, y Tospovirus, transmitidas por
trips, las que se atribuyen a diferentes factores, como
el incremento internacional de intercambio de mate-
riales, cambios en las practicas culturales, carencia
de variedades resistentes y nuevas especies de plagas
vectoras (Hanssen et al., 2010).

En Cuba las especies registradas de Begomovirus en
tomate son Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV-IL
(Cu) Martinez-Zubiaur et al. (1996), Tomato mottle
Taino virus. (ToMoTV) Ramos et al. (1997), Tomato
Havana mosaic virus (ToMHV) Martinez-Zubiaur
et al., (1998) vy Tomato yellow leaf distortion virus
(ToYLDV) Fiallo-Olive et al. (2009), de los cuales el
primero es el que ha primado en el cultivo hasta el
momento.

Sin embargo, posteriormente, en el periodo 2003-2009,
se observaron, por primera vez en Cuba, sintomas en
plantas de tomate muy semejantes a las causadas por
especies del género Tospovirus Gonzalez et al. (2010),
pero a partir de la campana en 2012-2013 se mani-
festaron con mayor intensidad en algunas zonas pro-
ductoras de las provincias de Artemisa, Mayabeque
y Guantanamo. Mediante técnicas moleculares y la
secuenciacion de los fragmentos ARN L, S, M y N, se
determiné, por primera vez en Cuba la presencia de
Tomato chlorotic spot virus (TCSV) (Martinez- Zubiaur
et al., 2016).

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia
de Tospovirus y de la especie TCSV en el cultivo del
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tomate en las restantes provincias del pais, y definir
los sintomas que causa.

MATERIALES Y METODOS

Durante el periodo 2012-2015 se recolectaron un
total de 183 muestras de hojas y frutos en areas de
tomate, organopdnicos y casas de cultivo protegi-
do, en diferentes municipios de las provincias de
Pinar del Rio, Artemisa, Mayabeque, La Habana,
Matanzas, Cienfuegos, Villa Clara, Sancti Spiritus,
Ciego de Avila, Camagiiey, Las Tunas, Santiago de
Cuba, Holguin y Guantdnamo, que manifestaban
sintomas similares a los causados por el género
Tospovirus.

Las muestras se inocularon de forma mecanica
en las plantas indicadoras Nicotiana glutinoesa L.,
N. tabacum L. var. White Burley, var Criollo 98 y Che-
nopodium quinoa Wild, donde provenian las muestras
a analizar, para lo cual se trituraron en morteros 0,5 g
de hojas con 1 mL de tampén fosfato 0,05 M, pH 7,2,
Na, SO, al 0,2 % p/v y carborundum de 400 mesh
como abrasivo (De Avila et al., 1993). Las plantas se
mantuvieron en una casa de cristal con temperaturas
promedio entre 25-30 °C y se observaron durante
30 dias. Para confirmar la presencia de Tospovirus y
de la especie, las muestras que mostraron sintomas
se analizaron por RT-PCR utilizando los cebadores
genéricos para Tospovirus Mumford et al. (1996) y
la secuenciaciéon de los fragmentos ARN L, S, M
y N, asi como los especificos para detectar TCSV
Baysal-Gurel et al. (2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 183 muestras analizadas, 182 resulta-
ron positivas para el género Tospovirus, paraun 97 %
de plantas infectadas, lo que se corroboré por los
sintomas que se manifestaron en las indicadoras ino-
culadas, que consistieron en lesiones locales necréticas
y necrosis sistémica, lo que coincide con De Avila et
al. (1993) (Fig. 1). En este aspecto hay que considerar
que por mas de 40 afos la variabilidad de algunas
especies incluidas en este género se estudié a través
de la expresiéon de sintomas en plantas indicadoras
Norris (1946), pero actualmente se considera que
esta técnica permite diagnosticar solamente a nivel
del género, ya que no es adecuada para identificar

especies Resende (1993).
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Figura 1. Sintomas en plantas indicadoras causados por el género Tospovirus. A) Lesiones locales necréticas en IN. glutinosa.

B) Necrosis sistémica en N. tabacum, var. White Burley. C) Lesiones locales necréticas en N. tabacum, var Criollo 98.

D) Lesiones locales cloréticas en Chenopodium quinoa.

En las condiciones de campo abierto se detectaron 128
plantas con el género, de las cuales 113 estaban infectadas
con TCSYV, y 15 procedentes de la region oriental no esta-
ban infectadas con esta especie, lo que nos lleva a asumir
la posibilidad de que exista, en el cultivo del tomate, otra

especie presente en Cuba (Tabla 1), y evidencia la nece-
sidad de procesar mayor niimero de muestras en futuras
investigaciones. En organopoénicos y casas de cultivo
protegido se detectaron 54 con Tospovirus, 53 con TCSV
y una negativa (Tabla 2)

Tabla 1. Resultados de los analisis a través de RT-PCR para detectar Tospovirus y la especie TCSY

en muestras de tomate analizadas procedentes de las provincias occidentales, centrales y orientales

en condiciones de campo

Provincias mues]t\r[Z:z:rr:;lCZa das Tospovirus (+) TCSV (+) END
Occidentales 67 67 67
Centrales 17 17 17
Orientales 44 44 29 15
Total 128 128 113 15

END: Especie no determinada.

Tabla 2. Resultados de los analisis a través de RT-PCR para detectar Tospovirus y las

especies TCSV en muestras de tomate analizadas procedentes de las provincias occidentales,

centrales y orientales en condiciones de organopénicos y casas de cultivo protegido

.. Nimero de .
+ +
Provincias muestras analizadas Tospovirus (+) TCSV (+)
Occidentales 15 15 15
Centrales 15 15 15
Orientales 25 25 25
Total 55 55 55

En la actualidad son diversas las especies de virus
pertenecientes al género Tospovirus, familia Bunya-
viridae en numerosos paises, y entre estos, en aque-
llos cercanos a Cuba. La primera deteccién de TCSV
ocurrié en Estados Unidos (Londono et al., 2012), mas
tarde en Repiblica Dominicana (Batuman y Rojas,

2014) y recientemente, en Ohio, en plantas de tomate,
que crecian en tineles junto a plantas ornamentales

(Baysal-Gurel et al., 2015).

Por otra parte, otra especie de interés es Groundnut
ring spot virus (GRSV), la que se registr6 por prime-
ra vez también en Estados Unidos en el cultivo del
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tomate (Webster et al., 2010), y posteriormente se
sefial6 su expansién a los cultivos de pimiento (Cap-
stcum annuum L.), tomatillo (Physalis philadelphica)
y berenjena (Solanum melongena L.) (Webster et al.,
2011). Mas tarde, Webster et al. (2015) consideraron la
emergencia de TCSV y de GRSV en varias regiones de
Estados Unidos. Debido a estas referencias, se impone
continuar los andlisis de muestras de tomate, asi como
incorporar otros cultivos de interés econémico para
llegar a esclarecer la posible presencia de otras especies
de Tospovirus en las condiciones de Cuba.

Respecto a las especies de trips vectoras de los tos-
povirus en general, se corroboré que Frankliniella
schulizei posee un mayor potencial vectorial que otras

(Webster et al., 2015).

En este sentido, en Cuba se ha determinado que las espe-
cies de trips de mayor frecuencia son Frankliniella insula-

ris Hood, F cephalica Crawford y F. schulizei con el 73,5 %o
64,7 % y 64,7 %, respectivamente Rodriguez- Romero et

Gonzalez et al.

al. (2011). Actualmente F'. schultzei ha desplazado a las
otras, y aunque en este trabajo solamente se realizaron
observaciones en este sentido, podemos considerar que
prevalece en las dreas muestreadas, y que su presencia
esta mas concentrada en las plantas arvenses cercanas a
los cultivos de interés. Es necesario apuntar que también
estan presentes otras, como Thrips palmi Karny, T tabact
Lindemany F. cephalica Crawford, por lo que, en futuros
trabajos, se debera abordar la tematica especifica de sus
comportamientos como vectoras de Tospovirus, y en este
caso, especificamente con TCSV.

En relacién con la sintomatologia, TCSV da lugar a sin-
tomas en hojas, tallos y frutos de tomate, que coinciden
con los detectados en otros paises (Polston y Londoiio,
2012; Batuman y Rojas, 2014). En las hojas se observé
una coloracién violacea caracteristica, zonas cloréticas y
necréticas, y anillos con bordes necréticos (Fig. 2).

En tallos se manifiestan estrias necréticas, y en los fru-
tos manchas necréticas y anillos concéntricos (Fig. 3).

Figura 2. Sintomas causados por TCSV en las hojas de plantas de tomate. A) Hojas con coloracién violdcea. B) Zonas cloré-

ticas y necréticas en las hojas. C) Anillos con bordes necréticos.

Figura 3. Sintomas causados por TCSV en tallos y frutos de plantas de tomate. A) Estrias necréticas en tallos.

B) Manchas necréticas en frutos. C) Anillos concéntricos en frutos.
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CONCLUSIONES

* En Cuba, la especie Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) esta distribuida en el cultivo del tomate
en todas las provincias, incluidas dareas de campo
abierto, organopénicos y casas de cultivo prote-
gido.

* TCSV causa sintomas en hojas, tallos y frutos
en las plantas de tomate, que se caracterizan por
coloracién violacea, zonas cloréticas y necroti-
cas, estrias con necrosis y anillos concéntricos
respectivamente.

RECOMENDACIONES

1. Continuar con los andlisis de muestras y la aplica-
cion de técnicas de diagnéstico confiables, dada la
posibilidad de la presencia en el pais de mas de una
especie de Tospovirus.

2. Establecer estudios vectoriales con diferentes espe-
cies de trips, para conocer su papel en la distribucién

de TCSV en Cuba.
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