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Figura 1. Sintomas asociados a TOLCNDV en plantas de calabacin en cultivos comerciales.

El Virus del rizado del tomate
de Nueva Delhi (ToLCNDV) en
cultivos y malas hierbas

En Espana, el Virus del rizado del tomate de Nueva Delhi (Tomato leaf curl New Delhi virus, TOLCNDV)
se detectd por primera vez en Murcia en plantas de calabacin en el ano 2012, y posteriormente su inci-
dencia fue incrementando progresivamente incluyendo nuevos cultivos de cucurbitdceas (meldn, ca-
labaza y pepino), alcanzando otras comarcas del Sur, Este y Centro peninsular. TOLCNDV pertenece al
género Begomovirus, familia Geminiviridae, con un genoma de ADN circular y bipartito, y es trasmitido
entre plantas por la mosca blanca Bemisia tabaci. En este articulo se describe la gama de huéspedes y
sintomatologia de TOLCNDV en plantas cultivadas y silvestres, incluyendo su epidemiologia molecular
desde 2012a 2016 en la Regidn de Murcia. En total se han analizado 550 muestras procedentes de trece
especies de plantas sintomaticas, cultivadas al aire libre e invernadero, y 298 muestras de 24 especies
de plantas arvenses. TOLCNDV se detectd en todas las plantas de las especies cultivadas de la familia de
las cucurbitaceas, excepto en sandia, y también fue detectado en siete muestras de tomate de 46 anali-
zadas. Entre las muestras de especies arvenses, se encontraron cuatro especies de huéspedes: Solanun
nigrum, ya descrito anteriormente, y Ecballium elaterium, Datura stramonium y Sonchus oleraceus,
como tres nuevos huéspedes para TOLCNDV. Por otra parte, los andlisis de los genomas completos de
treinta aislados de ToOLCNDV determinados por secuenciacién masiva y procedentes de plantas culti-
vadas y malas hierbas indican que las poblaciones de TOLCNDV son genéticamente muy homogéneas, y
diferenciadas de lo descrito hasta ahora para las poblaciones de TOLCNDV caracterizadas en cultivos de
paises asiaticos (Para ampliar informacién sobre el articulo consultar la referencia: Judrez M., y col,, 2019).
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La produccion de hortalizas se enfren-
ta constantemente a nuevas plagas
y enfermedades que reducen signi-
ficativamente el rendimiento de los
cultivos y la calidad de sus productos.
Los dafos ocasionados por enferme-
dades emergentes provocadas por
agentes de etiologfa viral tienen una
especial importancia, ya que normal-
mente no se dispone de medidas para
su prevenciéon y control. La introduc-
cién del Virus del rizado del tomate
de Nueva Delhi (Tomato leaf curl New
Delhi virus, TOLCNDV) en los cultivos
de cucurbitaceas (calabacin, melon,
calabaza y pepino) del Sureste espa-
fiol supone un caso relativamente
reciente. La primera descripcion de
ToLCNDV fue en 1995 en India como
causa de una enfermedad de toma-
te (Srivastava y col., 1995). TOLCNDV
pertenece al género Begomovirus (fa-
milia Geminiviridae) y es transmitido
por mosca blanca (Bemisia tabaci) de
forma circulativa y persistente (Brown
y col., 2012). En principio se trataba
de un virus geograficamente confi-
nado al Subcontinente Indio, pero
gue ha ido extendiéndose hacia otras
zonas de Asia, incluyendo China y el
Oriente Medio, y afectando a un gran
numero de cultivos de solanaceas y
cucurbitaceas, entre otros (Hussain y
col., 2004; Maruthi y col., 2005; Ito'y
col., 2008; Mizutani y col., 2011). En
el afno 2015, la Organizacién Europea
y Mediterranea de Proteccion Fitosani-
taria (EPPO) introdujo a ToLCNDV en
su lista de alertas (EPPO, 2015) debido
al elevado riesgo para cultivos de gran
importancia econdmica en la Cuenca
Mediterranea.

La primera deteccion de ToLCNDV
en Espafia se hizo sobre plantas de
calabacin procedentes de los cultivos
de Campo de Cartagena (Murcia) y
de Almeria (Juarez y col., 2013). Los
sintomas que se identificaron en las
plantas de calabacin procedentes de
cultivos al aire libre e invernaderos
incluyeron: en plantas en produccion
y cuando la infeccion habia sido tar-
dia, las hojas jovenes estaban rizadas
y acucharadas normalmente hacia el
envés aunque a veces también hacia
el haz (Ay B (Figura 1)), y podia apa-
recer un amarilleo muy intenso inclu-
yendo hasta la hojas mas jovenes, la
planta detenia su crecimiento (Figura
1 C), y sobre los frutos se podia ob-
servar una rizadura suave en la piel del
fruto joven mas acusada en los mas
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desarrollados (Figura 1 D). Cuando la
infeccion habia sido temprana, el riza-
do y deformacién de las hojas jovenes
era tan intenso que se parecia al que
causa una infestacion fuerte por pul-
gones (Figura 1 E); las plantulas esta-
ban achaparradas y habian parado su
crecimiento, quedando gravemente
afectadas y totalmente improductivas
(Figura 1 F).

ToLCNDV tiene un genoma de ADN
circular de cadena sencilla y bipartito,
cuyos componentes (A y B) tienen un
tamano similar y aproximado a 2,7Kb
separados por una region intergénica
no codificante con forma de horqui-
lla (Padidam y col., 1995). El ADN-A
incluye dos genes en sentido viral o
codificante (AV1 y AV2), y cuatro ge-
nes en sentido de la cadena comple-
mentaria AC1 (Rep), AC2 (Trap), AC3
(REn) y AC4 (Padidam y col., 1996;
Qoi y col., 1997). En el ADN-B se en-
cuentra un gen en sentido viral, BV1
(NSP), y otro gen en sentido antiviral,
BC1 (MP) (Fondong, 2013; Zaidiy col.,
2017). Ademas de estos dos compo-
nentes genémicos, se ha demostrado
qgue al menos algunos aislados de
ToLCNDV tienen asociados DNAs sa-
télites de cadena sencilla, circulares,
de aproximadamente 1,3 Kb.

Al igual que ocurre con otros virus
pertenecientes al mismo género (Na-
vas-Castillo y col., 2013), ToLCNDV
representa un gran riesgo econémi-
co para el sector agricola por causar
importantes pérdidas en la calidad y
produccion de los cultivos afectados.
Hasta el momento, han sido identifi-
cadas 43 especies de plantas suscep-
tibles de ser infectadas por ToLCNDV,
causando enfermedades de relevan-
cia en cultivos importantes como la
patata (Usharaniy col., 2004) o la be-
renjena (Pratap y col., 2011). Asimis-
mo, no solo las plantas cultivadas sino
también las plantas silvestres o malas
hierbas son capaces de albergar una
gran diversidad de begomovirus, con-
tribuyendo a la prevalencia y distribu-
cion espacial y temporal del virus en
los cultivos (Ooi y col., 1997; Luis-Ar-
teaga y col., 1998; Garcia-Andrés y
col., 2007; Kassem y col., 2013).

De los estudios realizados con ToLC-
NDV fuera de Espafa, la gama de
huéspedes de este virus parecia al
principio estar esencialmente limitada
a solanaceas, incluyendo tomate (Pa-
didam y col., 1995), pimiento (chile)
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(Hussain y col., 2004), patata (Ushara-
niy col., 2004) y berenjena (Dharmen-
dra y col., 2011), en donde era una
de las causas de la enfermedad que
nosotros conocemos como ‘cuchara’.
Mas adelante se observd que este vi-
rus también causaba una enfermedad
que provocaba graves pérdidas en
cultivos de cucurbitaceas, incluyendo
pepino, meldn, calabaza, luffa y cala-
bacin (Muniyappa y col., 2003; Man-
daly col., 2004; Ito y col., 2008). En la
actualidad se sabe que el virus puede
infectar hasta 43 especies de plantas,
tanto cultivadas como malas hierbas,
pertenecientes a varias familias, que
incluyen ademas de las cucurbitaceas
y solanaceas, a malvaceas, euforbia-
ceas y fabaceas (Zaidiy col., 2017).

Tras la primera detecciéon de ToLCNDV
en Murcia y Almeria (Judrez y col.,
2013), ToLCNDV también fue detec-
tado en cultivos de tomate en Alme-
ria (Ruiz y col., 2014), y mas tarde en
cultivos de calabacin en Tunez (Mna-
ri-Hattab y col., 2015), en ltalia (Panno
y col., 2016) y en Marruecos (Radoua-
ne y col, 2018). La caracterizacion
biolégica y molecular de algunos ais-
lados de ToLCNDV indica que hay una
clara diferenciacién entre los aislados
asiaticos y espafioles, con una alta
homologia genética entre los aislados
espanoles (Fortes y col., 2016; Ruiz
y col., 2017). Esto sugiere un efecto
fundador producido por la emergen-
cia y colonizacion de un nuevo pato-
geno en una nueva zona geografica
(Garcia-Andrés y col., 2007; Moriones
y col., 2017).

Deteccion de TOLCNDV en
cultivos horticolas y malas
hierbas

En cultivos de cucurbitaceas

A partir de la campana de 2013, en la
gue empezaron a extenderse las epi-
demias causadas por ToLCNDV, nues-
tro equipo comenzo a tomar muestras
de cultivos de calabacin, meldn, cala-
baza, pepino y sandia en distintas lo-
calidades de las provincias de Murcia
y Alicante. Las muestras se recogieron
durante las campafas de 2014, 2015
y 2016, fueron analizadas para la de-
teccion del virus por hibridacién mole-
cular de impresiones de secciones de
peciolos (tissue print). La préactica tota-
lidad de las muestras fueron positivas,
excepto para sandia, en la que no se
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observaron sintomas pero se tomaron
muestras para descartar la posibilidad
de infecciones asintomaticas (Tabla 1).
Entre las 43 muestras de sandia ana-
lizadas, quince eran procedentes de
plantas de sandia injertada en pie hi-
brido de calabaza y que presentaban
rebrotes en el pie. Se analizaron quin-
ce muestras de los rebrotes del pie de
calabaza y todas fueron positivas para
ToLCNDV. Todos los rebrotes presenta-
ban una fuerte sintomatologia carac-
teristica de la enfermedad.

En otros cultivos horticolas (no
cucurbitaceas)

Desde el comienzo de las epidemias
de ToLCNDV en los cultivos de cucur-
bitaceas sospechamos la existencia de
otros huéspedes que pudieran jugar
un papel importante en el ciclo de la
enfermedad actuando como posibles
fuentes o reservorios de inéculo del
virus. Para analizar esta posibilidad,
muestreamos cultivos de tomate, be-
renjena, pimiento, patata, lechuga,
apio, judia y haba (Tabla 1); las mues-
tras fueron también analizadas por
hibridacién molecular.

Las muestras de pimiento, berenjena
y patata fueron negativas para ToLC-
NDV. Estas mismas especies han sido
citadas como especies susceptibles a
ToLCNDV en otros paises. En tomate
aparecieron siete muestras positivas
de 46 (15%), tres de ellas en plantas
asintomaticas y cuatro en infeccion
mixta con TYLCV (Virus de la cucha-
ra del tomate). En el resto de cultivos
como lechuga, apio, judia y haba, to-
das las muestras analizadas frente a
ToLCNDV fueron negativas.

En especies de malas hierbas

Se recolectaron muestras de 25 espe-
cies de malas hierbas que se muestran
ordenadas por familias en la Tabla 2.
Esta recolecciéon se llevé a cabo du-
rante la campana verano-otono de
2014, 2015y 2016 en tres parcelas
de cultivo de calabacin y melén donde
ToLCNDV fue prevalente. Estas parce-
las se eligieron al azar en tres zonas
de la Comarca de Campo de Carta-
gena (Fuente Alamo, Pozo Estrecho
y Balsicas). La toma de muestras en
campo se realizaba al azar en las par-
celas seleccionadas para el muestreo,
y de cada especie se elegian plantas
con algun tipo de sintomatologia
(clorosis, amarilleo, mosaico, falta de
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Familias

N° muestras

Especies

N° muestras

analizadas positivas

Cucurbitaceae Meldn 144 144

Cucurbitaceae Calabacin 143 143
Cucurbitaceae Calabaza 12 12
Cucurbitaceae Pepino 28 24
Cucurbitaceae Sandia 43 0
Solanaceae Pimiento 47 0
Solanaceae Berenjena 37 0
Solanaceae Patata 16 0
Solanaceae Tomate 46 7
Asteraceae Lechuga 7 0
Apiaceae Apio 6 0
Fabaceae Judia 9 0
Fabaceae Haba 12 0

TOTAL 550 330

Tabla 1. Muestras totales de diferentes especies de plantas cultivadas al aire libre e invernadero de 2012-
2016 en la Regién de Murcia.

Familia

Especies Silvestres

N° mues-
tras positi-
\'zH

N° muestras
analizadas

Amarantaceae Amaranthus blitoides 18 0
Amarantaceae Amaranthus retroflexus 0
Asteraceae Chrysanthemum coronarium 0
Asteraceae Senecio vulgaris 11 0
Asteraceae Conyza bonariensis 7 0
Asteraceae Sonchus oleraceus 29 2
Asteraceae Chrysanthemum coronarium 6 0
Boraginaceae Echium plantagineum 0
Boraginaceae Heliotropium europaeum 12 0
Brasicaceae Cardaria draba 9 0
Brasicaceae Moricandia arvensis 0
Brasicaceae Sinapis arvensis 5 0
Quenopodiaceae Chenopodium album 19 0
Quenopodiaceae Chenopodium murale 20 0
Convolvulaceae Convolvulus arvensis 7 0
Cucurbitaceae Ecballium elaterium 32 27
Geraniaceae Erodium chium 3 0
Malvaceae Abutilon theophrasti 15
Malvaceae Malva spp. 13
Portulacaceae Portulaca oleracea 4 0
Solanaceae Datura stramonium 31 22
Solanaceae Nicotiana glauca 12 0
Solanaceae Solanum nigrum 20
Urticaceae Urtica urens 6
Poaceae Setaria viridis 3
TOTAL 298 58

Tabla 2. Muestras totales de malas hierbas de 2012-2016 en la Regiéon de Murcia.
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desarrollo, etc.) y otras asintomaticas.
Se analizaron 298 muestras de entre
las 24 especies mas frecuentes en los
cultivos y sus alrededores (margenes
y zonas cercanas no cultivadas) y se
analizaron por diferentes técnicas (hi-
bridacién molecular, ELISA 'y PCR).

Se encontraron cuatro especies arven-
ses con muestras positivas para ToLC-
NDV (Tabla 2) (Figura 2). Una de ellas
muy extendida entre nuestros cultivos,
la solanacea Solanum nigrum, que ha
sido citada como huésped ToLCNDV
en zonas de cultivo de Asia. También
entre la familia de las solanaceas he-
mos encontrado otro reservorio fre-
cuente entre nuestros cultivos: Datura
stramonium. Ambas suelen estar co-
lonizadas por poblaciones de Bemisia
tabaci, y por tanto pueden jugar un
papel importante en la persistencia
y difusion de ToLCNDV en las zonas
de cultivo. También se ha encontrado
en la familia de las cucurbitaceas a un
nuevo huésped no cultivado, Ecba-
llium elaterium (27 muestras positivas
de 32 analizadas). E. elaterium es una
planta arvense, perenne, muy vivaz y
ampliamente establecida en nuestro
entorno, que probablemente no esté
desempefiando un papel importante
como reservorio y fuente de indculo
del virus, al ser una planta poco prefe-
rida o frecuentada por Bemisia tabaci.
Por ultimo, también nos encontramos
infeccion en una asteracea, 'la cerra-
ja o cerrajén’ Sonchus oleraceus con
una tasa muy baja (dos muestas posi-
tivas de 39 analizadas); las dos plantas
positivas se encontraban en condicio-
nes de mucha presion de inoculo y
alta temperatura en invernadero.

En general, cabe sefalar el impor-
tante papel que pueden jugar estas
especies como fuentes de indculo al
estar ampliamente extendidas entre la
flora espontanea de nuestro entorno,
solapando sus ciclos con los diferen-
tes ciclos de cultivo de cucurbitaceas.
También hemos observado que aun-
que la gama de huéspedes determi-
nada hasta ahora no es muy amplia
en numero de especies, si que es muy
diversa en cuanto al parentesco entre
las tres familias botanicas (cucurbita-
ceas, solanaceas y asteraceas).

Asi pues, los estudios abordados por
nuestro equipo sugieren que los ais-
lados espanoles de ToLCNDV afectan
esencialmente a calabacin, meldn,
calabaza y pepino. Sin embargo, con

Figura 2. Plantas de especies de malas hierbas con sintomatologia asociada a ToOLCNDV. Ay B: Ecbalium
elaterium; C'y D: Solanum nigrum; E y F: Datura stramonium; G y H: Sonchus oleraceus.

nuestro muestreo de plantas silves-
tres hemos determinado que plantas
de otras familias pueden estar infec-
tadas por el virus. Por tanto, la gama
de posibles huéspedes de ToLCNDV
puede ser amplia, implicando la po-
tencial existencia de fuente de in6culo
abundante en el campo durante todo
el ano, dadas las condiciones climato-
l6gicas suaves que se dan en nuestro
entorno productivo que permiten el
desarrollo del vector transmisor y es-
pecies reservorios del virus.

Epidemiologia molecular
de ToLCNDV en cultivos y
malas hierbas

Con el prop6sito de describir la estruc-
tura y variabilidad genética de las po-
blaciones de ToOLCNDV muestreadas a
lo largo de las diferentes campanas,
huéspedes y zonas productoras en Es-
pana desde que este virus fue identifi-
cado, analizamos la variabilidad gené-
tica de un conjunto de treinta aislados

PHYTOMA Espaiia / N° 306 / Febrero 2019 | 22

compuestos por 16 aislados proce-
dentes de calabacin, siete de melén,
dos de pepino, dos de calabaza, dos
de D. stramonium y uno de tomate.
En primer lugar, el genoma de estos
aislados fue amplificado mediante
la técnica de circulo rodante, confir-
mando por digestion enzimética el
tamano del fragmento linearizado de
ADN. A continuacion, el genoma de
cada aislado fue secuenciado por la
tecnologia de secuenciacion de nueva
generacion (NGS).

El andlisis filogenético de las secuen-
cias consenso de ambos componen-
tes gendmicos (A y B) muestra que
los aislados espafnoles estan muy
relacionados genéticamente (Figura
3). Ademas, el analisis de diversidad
genética revela que las mutaciones
identificadas en los genomas de estos
aislados tienen una frecuencia baja,
de manera que las identidades nu-
cleotidicas son muy elevadas (>95%)
entre aislados, y sugiere que la pobla-
cién de ToLCNDV es muy homogénea
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Figura 3. Arbol filogenético determinado por el método de Minima evolucién basado en el alineamiento de los componentes genémicos A y B de 30 aislados de
ToLCNDV procedentes de la Region de Murcia. El anélisis fue realizado con el programa MEGAS y las relaciones de las ramas fueron calculadas con un bootstrap de
1000 repeticiones, donde se incluyeron 102 y 64 secuencias de referencias disponibles en la base de datos (NCBI) para el anélisis del genoma Ay B, respectivamente.

en los cultivos de la Region de Murcia.
Esta escasa diversidad poblacional se
ha descrito para otros virus, incluyen-
do begomovirus (Sanchez-Campos y
col., 2002), y suele corresponder a un
efecto fundador como la colonizacion
o introduccion de una sola especie
patdgena que se ha expandido rapi-
da y eficientemente en la poblacién
huésped. Estos resultados coinciden
con un reciente estudio que incluye
aislados de Malaga, Almeria y Murcia
procedentes de plantas sintomaticas
de calabacin y melén, en el que se
sugiere que la poblacion de ToLCNDV
es genéticamente uniforme tras un
analisis de patrones de polimorfismos
en la longitud de los fragmentos de
restriccion (Fortes y col., 2016).

Ademads, segun los criterios de demar-
cacion de especies de begomovirus
propuestos por el Comité Internacio-
nal de Taxonomia de Virus (Brown
y col., 2015), y de manera similar al
estudio antes mencionado (Fortes y
col.,, 2016), la comparacion de las se-
cuencias completas de los genomas A
de nuestros aislados espafoles con las
secuencias de aislados procedentes de
cultivos de paises asiaticos disponibles
en la base de datos resultd en una clara

diferenciacion entre ambos grupos. De
manera que los aislados espafoles han
sido propuestos como una nueva cepa
cuyo nombre es TOLCNDV-ES (Fortes y
col., 2016; Moriones y col., 2017).

Todos estos resultados sugieren que
los aislados espafnoles de ToLCNDV
pertenecen a un mismo genotipo (ES),
el cual parece estar distribuido unifor-
memente entre los cultivos huéspedes
del Sureste espafiol. No obstante, es
posible que de la misma forma o via
que emergio la cepa ES, emerjan otras
gue puedan desplazar a la presente, o
incluso establecer procesos de recom-
binacién que generen alguna variante
con alguna ventaja selectiva (Lefeuvre
and Moriones, 2015), y entonces, se
produzca un cambio en la dindmica
evolutiva de TOLCNDV vy epidemiolo-
gia de la enfermedad. Como un buen
ejemplo tenemos la problematica
causada por la emergencia de virus
asociados a la enfermedad del rizado
amarillo del tomate (Tomato yellow
leaf curl disease, TYLCD). Esta enfer-
medad fue descrita por primera vez
en Israel en 1929 asociada al aumen-
to de la poblacion de su vector (mosca
blanca) y la dispersién de esta enfer-
medad alcanzd un nivel epidémico en

los cultivos de tomate (Moriones and
Navas-Castillo, 2000; Diaz-Pendon
y col., 2010; Lefeuvre y col., 2010).
En Espafa, desde la primera especie
asociada a la enfermedad (TYLCSV
(Sardinia)) (Sanchez-Campos y col.,
1999), la entrada de otras cepas (TYL-
CV-Mld (Mild) o —IL (Israel)) y variantes
recombinantes (TYLCMaV (Malaga) o
TYLCAXV (Axarquia)) ha ido alterando
la dindmica de la enfermedad (Mon-
ciy col., 2002; Garcia-Andres y col.,
2007a; Garcia-Andres y col., 2007b).

Asi pues, considerando esta potencial
problemética sobre los cultivos agrico-
las, resulta necesario establecer conti-
nuos planes de prospeccion y muestreo,
incluyendo nuevas zonas geograficas,
gue nos permitan tener una amplia
vision epidemiolégica de la enferme-
dad, conocer en detalle la estructura y
variabilidad genética de TOLCNDV y de-
terminar posibles factores que favorez-
can la emergencia de nuevas variantes
virales con el fin de ayudar al desarrollo
de estrategias estables y eficaces para el
control de la enfermedad.
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