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Elvirus delrizado amarillo del tomate, TYLCV de las siglas en inglés Tomato yellow leaf curl virus (género
Begomovirus, familia Geminiviridae), infecta los cultivos de tomate en todo el mundo, causando graves
dafios econdmicos. Hasta ahora se consideraba que la transmision de este virus solo la podia realizar la
mosca blanca Bemisia tabaci. Sin embargo, en un estudio realizado por un grupo de investigacién coreano
publicado en 2016, se sugirid la transmisién de aislados de la cepa tipo de TYLCV (cepa Israel, TYLCV-IL) a
través de semillas de tomate. Araiz de esta informacioén, y dado que TYLCV-IL es el mas extendido a nivel
mundial, en este trabajo se ha revisado su transmisiéon por semilla. Para ello, se han empleado plantas de
tomate y Nicotiana benthamiana infectadas de forma natural o experimental con aislados espaioles de
TYLCV-IL que mostraban sintomas de la enfermedad y en las que se detectd el ADN del virus. Este trabajo
demuestra la presencia de TYLCV-IL en los érganos reproductores de tomate y N. benthamianay una es-
trecha asociacion de este virus con las semillas recogidas de frutos infectados. Sin embargo, la reduccién
significativa de la carga viral después de la desinfeccion superficial de las semillas de tomate sugiere que
la mayor parte del virus se localiza externamente en la cubierta de la semilla. En los ensayos de transmi-
sién a partir de semillas recogidas de frutos infectados, realizados con mas de tres mil plantas de tomate
de siete variedades diferentes, no se encontré evidencia alguna de transmisiéon de TYLCV-IL desde las se-
millas ala progenie. Se obtuvieronresultados similares para las semillasrecolectadas de frutos de plantas
de N. benthamianainfectadas con TYLCV-IL. Estosresultadosindican que TYLCV-IL puede estar presente
en las semillas recogidas de plantas de tomate y N. benthamiana infectadas por este virus, pero que en
estas especies, el virus no es capaz de transmitirse a la descendencia en las condiciones ensayadas.
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Tomato yellow leaf curl
virus - TYLCV

La enfermedad del rizado amarillo
del tomate (Tomato yellow leaf curl
disease, TYLCD) es una de las en-
fermedades mas devastadoras que
sufre el cultivo del tomate a nivel
mundial. Esta producida por aisla-
dos de diferentes virus del género
Begomovirus (familia Geminiviridae),
entre ellos TYLCV, que produce nota-
bles pérdidas econémicas en cultivos
de tomate en las regiones calidas y
templadas (Moriones y Navas-Cas-
tillo, 2000; Rybicki, 2015). La cepa
tipo del virus (cepa Israel de TYLCV,
TYLCV-IL) es el begomovirus mas ex-
tendido a nivel mundial asociado con
TYLCD (Lefeuvre y col., 2010). Entre
los sintomas de la enfermedad ob-
servados en tomate destacan la cur-
vatura hacia arriba de los margenes
del foliolo, la coloracion amarillenta,
la reduccién del area foliar y del ta-
mafio de las plantas y el aborto floral
(Figura 1A y 1B). Como resultado,
las plantas de tomate pierden vigor y
producen menor nimero de frutos y
con escaso valor comercial (Hanssen
y col., 2010; Moriones y col., 2011;
Navas-Castillo y col., 2011; Perefa-
rres y col., 2012; Rojas y col., 2018).
La mosca blanca (Bemisia tabaci, Fi-
gura 1Cy 1D) es el vector natural de
los begomovirus y se considera un
factor clave en la aparicion y disper-
sion de TYLCV (Cohen y Antignus,
1994; De Barro y col., 2011; Rosen
y col., 2015; Gilbertson y col., 2015).

De forma general se acepta que
TYLCV no se transmite verticalmente
a través de las semillas a las plantas
progenie. Sin embargo, un grupo de
investigacion coreano sugirié en 2016
la posibilidad de que TYLCV-IL se
transmitiera a la descendencia a través
de semillas recogidas de plantas de
tomate infectadas por este virus (Kil y
col., 2016). Los estudios realizados por
estos autores mostraban unas tasas de
transmision de virus a través de semi-
llas superiores al 80%. Investigaciones
posteriores confirmaron la presencia
de TYLCV-IL en los tejidos embriona-
rios de la semilla de tomate (Just y col.,
2017), lo que podria apoyar estos re-
sultados.

Las semillas son la principal via de
dispersion, especialmente a larga
distancia, de numerosos patégenos
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Fluorescencia

Figura 2. Flores de tomate y Nicotiana benthamiana bajo luz visible (panel “visible”) y bajo luz ultravioleta
(panel “fluorescencia”) que permite detectar TYLCV en rojo (tomate, A) o en verde (N. benthamiana, B
y C). (A) Flor de tomate en la que se han separado los sépalos y pétalos y se visualizan los estambres. (B)
Flor de N. benthamiana en la que se visualizan los sépalos y pétalos. (C) Silicua que contiene las semillas

de N. benthamiana.

de plantas y pueden producir brotes
severos de enfermedades con efec-
tos devastadores en los cultivos. Por
ello, los datos publicados de transmi-
sién de TYLCV por semilla de tomate
han supuesto un gran impacto en la
comunidad cientifica y una especial
preocupacion en las empresas del
sector dedicadas a la produccién y
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comercializacién de semillas de to-
mate. Hasta ahora, las medidas para
controlar la enfermedad producida
por TYLCV se han basado en limitar
la presencia del insecto vector en las
parcelas de cultivo ademas del uso
de variedades con resistencia al virus.
La presencia de otras vias de transmi-
sion diferentes a las conocidas has-
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ta el momento establece un nuevo
escenario que obligaria a adoptar
nuevos sistemas de control, incluyen-
do los andlisis de semillas y la modi-
ficacion de las medidas regulatorias
existentes.

Debido al impacto que pueden tener
los resultados mencionados, se esti-
moé oportuno revisar la transmision
de TYLCV por semilla de tomate.
Este trabajo ha sido llevado a cabo
conjuntamente por los laboratorios
del Departamento de Sanidad Vege-
tal de la Direccion Técnica de Evalua-
cion de Variedades y Laboratorios del
Instituto Nacional de Investigaciéon
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA, Madrid) y el Instituto de Horto-
fruticultura Subtropical y Mediterra-
nea “La Mayora”, centro mixto entre
la Universidad de Malaga y el Conse-
jo Superior de Investigaciones Cienti-
ficas (IHSM-UMA-CSIC, Malaga).

Presencia de TYLCV en
tejidos florales

Se estudié si TYLCV-IL estaba presen-
te en los érganos reproductores de
las plantas de tomate y también en
N. benthamiana, especie experimen-
tal habitualmente utilizada en los la-
boratorios de virologia vegetal. Para
ello, se utilizaron las lineas transgé-
nicas de tomate (Var. Moneymaker)
y N. benthamiana portadoras del
transgen 2IRDsRed y 2IRGFP, respec-
tivamente. Estas lineas transgénicas
permiten localizar de forma visual
los lugares donde el virus se esta
multiplicando, ya que si esto ocurre
se produce emision de fluorescencia
roja (2IRDsRed) o verde (2IRGFP, Mo-
rilla y col., 2006) detectable con la
ayuda de una lupa de epifluorescen-
cia. Esto permiti6 comprobar la co-
lonizacion de los tejidos florales por
parte del virus (Figura 2A y 2B). La
visualizacion de cortes transversales
y longitudinales de flores de tomate
y N. benthamiana revelé la presencia
de TYLCV-IL en los estambres, el es-
tilo y el ovario en el caso del tomate,
y en el septum del ovario y la capsu-
la de las semillas en N. benthamia-
na (Figura 2C). Estos resultados de-
muestran que TYLCV se encuentra y
se multiplica en los tejidos florales y
organos reproductores de ambas es-
pecies y, por lo tanto, podria acceder
a las semillas durante su maduracion.
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Figura 3. Representacion esquematica de los pasos llevados a cabo para determinar la transmisibilidad del
virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) por semilla: 1. Deteccion del virus por PCR cuantitativa (QPCR)
en plantas madre de tomate susceptibles a TYLCV; 2. Recoleccion de frutos de plantas infectadas por
TYLCV y extraccién de las semillas mediante: i) lavado (L), ii) lavado y desinfeccién superficial (L+D), y iii)
fermentacion y desinfeccion superficial (F+D); 3. Deteccion de TYLCV en semillas por gPCR; 4. Estudio de
transmision vertical de TYLCV a planta progenie germinando mas de 3.000 semillas obtenidas de plantas
infectadas con el virus; 5. Andlisis por gPCR de los tejidos foliares jovenes de las plantas de la descen-
dencia (60 dias después de la siembra) para evaluar la transmisién de TYLCV de la semilla a la progenie.
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Figura 4. Cantidades relativas de ADN del virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) detectadas por PCR
cuantitativa (QPCR) en semillas de tomate obtenidas de frutos de plantas infectadas por TYLCV y extraidas
por lavado, lavado mas desinfeccion superficial y fermentacién mas desinfeccion. El andlisis se realizo en n
=15 muestras (10 semillas por muestra) por tratamiento y para cinco variedades de tomate. Se realizaron
tres réplicas técnicas por muestra. El umbral de ciclo (Ct) del control endogeno del tomate (gen COX)
se us6 para normalizar los valores de deteccion de TYLCV (ACt) y corregir la variacion experimental. Los
niveles relativos de ADN viral se determinaron por el método 242t utilizando como referencia el valor
medio de las muestras de semillas del tratamiento de lavado (que recibié el valor “1"). Letras diferentes
sobre las barras de cada tratamiento indican diferencias significativas; ANOVA unifactorial junto con la
prueba de Tukey (p <0.05).

TYLCV se detecta en las
semillas

Para el estudio de la presencia de
TYLCV en semilla, se recogieron fru-
tos de plantas de tomate con sinto-
mas evidentes de TYLCD de cinco
variedades (Melillero, Rondefio, La
Carlota, Zahara de la Sierra y Che-
rry Canada) infectadas naturalmente
en un invernadero comercial de la
provincia de Malaga. Las plantas se
analizaron por Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) e hibridaciéon
molecular (Monci y col., 2002), con-
firmando la presencia de TYLCV-IL,
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una de las cepas mas ampliamente
distribuida en el sur de Espafa y a
nivel mundial. El analisis genémico
del aislado de TYLCV-IL obtenido de
estas plantas mostré una secuencia
nucledtida muy similar al aislado de
TYLCV-IL previamente descrito en
nuestro pais y empleado en las infec-
ciones experimentales comentadas a
continuacién. Con el fin de obtener
semillas de plantas infectadas con
TYCLV-IL en condiciones controla-
das, se empled un clon infectivo de
un aislado de este virus (nUmero de
acceso del GenBank AJ489258) para
inocular experimentalmente plantas
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de tomate de las variedades Mar-
mande, Rondefio y Moneymaker y
plantas de N. benthamiana.

A partir de los frutos recogidos de las
plantas infectadas por TYLCV-IL, de
forma natural en el invernadero de las
cinco variedades de tomate (Melille-
ro, Rondefo, La Carlota, Zahara de la
Sierra y Cherry Canada), se extrajeron
semillas mediante tres procedimientos
diferentes: i) lavado con agua destila-
da (L); ii) lavado con agua destilada
seguido de desinfeccion superficial
(inmersion en etanol al 75% duran-
te 10 min y lejia al 50% durante 20
min) (L+D); y iii) fermentacion durante
48h, lavado con agua destilada y des-
infeccion superficial (F+D) (Figura 3).
Las semillas de las plantas de las tres
variedades de tomate (Marmande,
Rondefo y Moneymaker) y de N. ben-
thamiana infectadas en condiciones
controladas, se extrajeron por simple
lavado y sin aplicar tratamiento desin-
fectante (tomate) o colectadas direc-
tamente de fructificaciones maduras
(N. benthamiana). Mediante ensayos
de germinacion se observd que nin-
guno de los tratamientos efectuados
afectd a la capacidad de germinacion
de las semillas. Se analizo la presencia
de TYLCV en semilla por PCR cuan-
titativa (qPCR) a partir de muestras
trituradas. Los resultados de estos
analisis indicaron que el virus estaba
presente en grandes cantidades en las
semillas obtenidas de frutos de plan-
tas de tomate infectadas, tanto en el
campo como en condiciones contro-
ladas. El virus también se detecté a
partir de muestras de semillas colec-
tadas de fructificaciones de N. ben-
thamiana. El analisis gendmico de las
secuencias de ADN virico obtenidas a
partir del extracto de las semillas de
tomate desinfectadas y no desinfec-
tadas superficialmente coincide con
la secuencia nucleotidica de la cepa
TYLCV-IL detectada en las plantas
madre de donde se colectaron las se-
millas. Es importante destacar que se
observo una drastica reduccion en la
carga de ADN virico en aquellas se-
millas sometidas a procesos de des-
infeccién superficial en comparacion
con las semillas extraidas por lavado y
no tratadas (Figura 4), lo que sugiere
que TYLCV-IL se encuentra mayorita-
riamente en el exterior de la semilla
como contaminante de la cubierta.
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Figura 5. Deteccion de la presencia de virus en improntas de secciones transversales de peciolo de hoja
joven de plantas de cinco variedades de tomate o de Nicotiana benthamiana derivadas de semillas reco-
gidas de frutos de plantas infectadas con el virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV). Se muestra el
resultado para 20 plantas en cada caso. Como control positivo se incluyen improntas de tejidos equiva-
lente de plantas de tomate cultivar Moneymaker (C+ Tom) o de N. benthamiana (C+ Nb) infectadas por
TYLCV-IL asi como un control negativo de plantas sanas de ambos huéspedes (C-).

No hay evidencias de la
transmision de TYLCV por
semilla de tomate

La deteccion de TYLCV-IL en las se-
millas de tomate y N. benthamiana
podria sugerir su posible transmision
a la progenie a través de este mate-
rial vegetal, como ya se ha observado
en otros virus de plantas (Johansen 'y
col., 1994). En este trabajo se anali-
zaron mas de 3.000 plantas de toma-
te y 150 plantas de N. benthamiana
germinadas a partir de semillas in-
fectadas con TYLCV-IL. En la evalua-
cion se incluyeron semillas de siete
variedades distintas de tomate y tres
métodos diferentes de extraccion de
esas semillas. Los estudios se realiza-
ron en dos localizaciones diferentes:
el INIA (Madrid) y el IHSM-UMA-CSIC
(Méalaga). Sesenta dias después de
la siembra, las plantas obtenidas de
las semillas fueron inspeccionadas
visualmente para determinar la pre-
sencia de sintomas y se recogieron
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muestras para su analisis por hibri-
dacion y gPCR (en extracciones de
agrupamientos o bulks de tejido de
hoja joven de diez plantas por mues-
tra). En ninguna de las plantas eva-
luadas se observé sintoma alguno, a
diferencia de las plantas inoculadas
experimentalmente con TYLCV-IL
utilizadas como control, que mos-
traron los sintomas caracteristicos de
TYLCD.

No se detectd infeccién por TYLCV en
los analisis individuales por hibridacion
molecular realizados a cada una de las
plantas de la progenie, a diferencia de
lo observado en las plantas control,
gue mostraron sefales intensas de in-
feccion por este virus (Figura 5). Los
mismos resultados se obtuvieron para
los analisis por gPCR de todos los gru-
pos evaluados (Tabla 1).

Conclusiones

Durante el presente estudio no se ha
observado evidencias de la transmi-
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Tabla 1. Resultados del andlisis de PCR cuantitativa (qPCR) para evaluar la transmision por semillas del virus del rizado amarillo de tomate (TYLCV) en plantas de
tomate y N. benthamiana. Los ensayos se realizaron en dos laboratorios independientes localizados en el INIA (Madrid) y el IHSM-UMA-CSIC (Méalaga). Las semillas
se colectaron de frutos de plantas infectadas de forma natural con TYLCV-IL (cinco variedades de tomate) o infectadas artificialmente con el virus (tres variedades
de tomate y N. benthamiana). Se incluyen semillas recogidas de frutos de plantas sanas de tomate (cv. Moneymaker) o N. benthamiana (controles negativos).
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2 Las semillas se obtuvieron de frutos de tomate mediante lavado con agua destilada (L), lavado y desinfeccion superficial con etanol al 75% durante 10 min y lejia al 50%
durante 20 min (L+D) o fermentacion y desinfeccion superficial (F+D). En N. benthamiana las semillas se colectaron de fructificaciones maduras sin seguir ninguin tratamiento
de desinfeccion.

5 El numero total de agrupamientos (bulks) analizados corresponde a la suma del numero de bulks analizados para cada variedad de tomate. Cada bulk comprende una
agrupacion de muestras de hojas jovenes de 10 plantas.

¢ Incluye las variedades de tomate Melillero, Rondefo, La Carlota, Zahara de la Sierra y Cherry Canada.

9 Incluye las variedades de tomate Marmande, Rondefio y Moneymaker.

¢Incluye las variedades de tomate Marmande (empleada como control negativo en los laboratorios de Madrid) y Moneymaker (empleada como control negativo en los

laboratorios de Malaga).

f Plantas infectadas con TYLCV-IL mediante inoculacién en condiciones controladas con un clon infectivo del virus.

sion de TYLCV-IL a través de semi-
llas después de analizar mas de tres
mil plantas de tomate germinadas a
partir de semillas recogidas de frutos
de plantas infectadas. Esto contras-
ta con la alta tasa de transmision del
virus de la semilla a la descendencia
reportada por Kil y sus colaborado-
res (Kil y col., 2016). Sin embargo, el
ADN de TYLCV-IL se detect6 en las
semillas procedentes de plantas in-
fectadas, por lo que es posible que
el virus no sea transmitido a la pro-
genie aungue se encuentre en la cu-
bierta de la semilla y/o en sus tejidos
internos. Las condiciones presentes
durante la maduracién del embrién
pueden interferir en la estabilidad
del virus, conduciendo asi a una re-
duccion de la transmision del pato-
geno a través de la semilla (Bowers
y Goodman, 1979; Maule y Wang,
1996). No se puede descartar que
existan diferentes aislados de TYL-
CV-IL con diferentes caracteristicas
bioldgicas en distintas variedades de
tomate, lo cual podria afectar a la
capacidad de transmision del virus a
través de las semillas, como se ha vis-
to en otros casos (Hanada y Harrison,
1977; Hampton y Francki 1992; Jo-
hansen y col., 1994; Maule y Wang,

1996, Morray Petty, 2000; Cafizares
y col., 2015). Sin embargo, como se
ha demostrado en este estudio, la
transmision por semilla no parece ser
una estrategia general en la disper-
sion de TYLCV y la presencia del virus
asociado a la semilla no necesaria-
mente implica su transmision a través
de este material vegetal. Por tanto,
se hacen necesarias comprobaciones
estrictas del papel de la semilla en la
transmision de TYLCV en diferentes
condiciones y lugares geograficos a
fin de evitar barreras fitosanitarias in-
justificadas y poder adoptar medidas
razonables para el control efectivo de
este virus.

Summary

Tomato yellow leaf curl virus — TYLCV
(genus Begomovirus, family Gemini-
viridae) infects tomato crops world-
wide causing severe economic dama-
ge. Until now it was considered that
the transmission of this virus could
only be performed by the whitefly
Bemisia tabaci. However, a study pu-
blished in 2016 carried out in Korea
suggested seed transmission of isola-
tes of the type strain of TYLCV (strain
Israel, TYLCV-IL). As TYLCV-IL is the
most widespread worldwide, here

we revisited the seed transmission of
TYLCV-IL. Symptomatic tomato and
Nicotiana benthamiana plants infec-
ted naturally or experimentally with
Spanish isolates of TYLCV-IL were
used. This work showed the presen-
ce of TYLCV-IL in tomato and N. ben-
thamiana reproductive organs and
a close association of the virus with
seeds collected from infected fruits.
However, the significant reduction of
the viral load after disinfection of the
tomato seed surface suggested that
most of the virus is located externally
to the seed coat. Transmission tests,
conducted with more than 3.000
tomato plants of seven different va-
rieties germinated from seeds collec-
ted from infected fruits, revealed no
evidence of transmission of TYLCV-IL
to the progeny. Similar results were
also obtained for seeds collected
from N. benthamiana plants infected
with TYLCV-IL. These results indica-
ted that, under the conditions tested,
TYLCV-IL might be present in seeds
collected from infected tomato and
N. benthamiana plants, but the virus
is not seed transmitted to the pro-
geny in these species.
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