
Nuevas tecnologías para 
el control de las virosis en 
tomate

Las nuevas tecnologías han venido habitualmente acompañadas de sendas revoluciones conceptua-
les derivadas del progreso en la generación de conocimiento científico básico. La determinación de la 
estructura de la molécula del ADN permitió, entre otros muchos avances tecnológicos, el desarrollo e 
implementación de la tecnología del ADN recombinante.  Además, la demostración de la complemen-
tariedad de sus bases nitrogenadas dio lugar a una serie de técnicas esenciales en biología molecular 
en general y en el fitodiagnóstico en particular, tales como la detección de patógenos basada en la 
hibridación molecular. Más recientemente, el descubrimiento y aplicación de la técnica CRISPR-Cas 
(siglas inglesas de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) ha 
tenido un impacto decisivo en el campo del fitodiagnóstico y en el del control de enfermedades en 
plantas y animales estando sus potencialidades todavía con mucho margen por explotar. En esta pe-
queña revisión describimos las contribuciones de la hibridación molecular a la detección polivalente 
de virus que afectan al tomate y la aplicación de la tecnología CRISPR-Cas al control de estos impor-
tantes patógenos.
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Los virus de las plantas son los agen-
tes causales de enfermedades en 
cultivos de importancia económica 
que pueden llegar a provocar pérdi-
das de hasta 50.000 millones de eu-
ros anuales en todo el mundo. Este 
escenario puede agravarse debido 
esencialmente a los efectos que el 
cambio climático está teniendo so-
bre los vectores de estos patógenos 
y sus correspondientes huéspedes.

El tomate (Solanum lycopersicum) es 
uno de los cultivos de hortícolas más 
importantes, representando el 72% 
del valor de las hortalizas frescas 
producidas en todo el mundo. El nú-
mero de virus y viroides que infectan 
los cultivos de tomate es de 141, lo 
que representa uno de los huéspe-
des más susceptibles, detrás del pe-
pino (Cucumis sativus), con 153 pa-
tógenos virales (Brunt y col., 1996). 
Los cultivos de tomate infectados 
con estas especies de virus/viroides, 
solos o en combinación, pueden 
mostrar una variedad de patrones 
de desorden fuertes y severos, como 
síntomas necróticos en hojas y fru-
tos, reducción en el rendimiento del 
fruto, maduración irregular del fruto 
y, en algunos casos, colapso del cre-
cimiento de las plantas. Además, el 

hecho de que parte de estos patóge-
nos sean transmitidos por semillas o 
insectos contribuye a su rápida pro-
pagación. 

Detección polivalente de 
virus de tomate mediante 
el uso de polisondas

Los métodos de detección temprana 
siguen siendo una de las principales 
y más efectivas estrategias de con-
trol para las enfermedades virales de 
las plantas. Durante muchos años el 
principal objetivo de los estudios en 
el campo del fitodiagnóstico ha trata-
do de ir superando umbrales de sen-
sibilidad que han permitido detectar 
a día de hoy a nivel de molécula. Los 
retos en esta disciplina se han despla-
zado recientemente a la consecución 
de formatos multidiana (revisado en 
Pallás y col., 2018). En este sentido, 
el uso de ‘polisondas’, o sondas de 
RNA que llevan secuencias parcia-
les de diferentes virus o viroides de 
plantas fusionados en tándem, ha 
permitido la detección polivalente 
de hasta diez patógenos diferentes 
mediante un procedimiento basado 
en hibridación molecular no radiac-
tiva. Esta técnica permite además 

la detección simultánea de pató-
genos con diferente estilo de vida/
infección en un mismo cultivo, tal y 
como se ha puesto de manifiesto en 
la detección de Clavibacter michiga-

nensis subsp. michiganensis, Pepino 
mosaic virus y Mexican papita viroid 
en tomate (Zamora-Macorra y col., 
2015). También puede aplicarse, con 
ligeras variaciones en la temperatura 
de hibridación, para la detección po-
livalente de todas las especies de un 
género viral, tal y como se ha pues-
to de manifiesto para los potyvirus 
(Sánchez-Navarro y col., 2018). En 
este caso, una polisonda dirigida a 
una región de 500 nt del gen NIb 
de los potyvirus, permite la detec-
ción cruzada de diferentes especies 
cuando el porcentaje de identidad 
es superior al 68%. La utilización de 
polisondas con diferentes fragmen-
tos fusionados en tándem que cu-
bren la diversidad observada en esta 
región dentro del género Potyvirus,
ha permitido detectar todas las es-
pecies ensayadas (32) junto con dos 
rymovirus, indicando la capacidad 
potencial de la GP (Genus Probe) de 
detectar todos los potyvirus descri-
tos y los no caracterizados.

En nuestro grupo de trabajo hemos 

Figura 1. Representación esquemática del diseño y obtención de una polisonda para la detección de trece virus y cuatro viroides que afectan al tomate. En la parte 
superior izquierda se representa la concatenación de fragmentos de secuencia de los virus más importantes del tomate fusionados en tándem bajo el control de 
dos promotores T3 y T7 para la síntesis del transcrito correspondiente marcado con digoxinenia (asteriscos). Los virus de ARN incluidos en esta polisonda son: el 
del mosaico de la alfalfa (AMV), el del mosaico del pepino (CMV), del moteado de la Parietaria (PMoV), del mosaico del pepino dulce (PepMV), Y de la patata 
(PVY), del grabado de tabaco (TEV), de la clorosis del tomate (ToCV), de la clorosis infecciosa del tomate (TICV), del mosaico del tomate (ToMV), del bronceado 
del tomate (TSWV), del torrado del tomate (ToTV) y el del rizado amarillo de la hoja del tomate (TYLCV), virus del enanismo moteado de la berenjena (EMDV). En 
la polisonda de viroides (superior derecha) están representados las secuencias parciales fusionadas en tándem del viroide de la exocortis (CEVd), el del tubérculo 
fusiforme de la patata (PSTVd), el del enanismo apical del tomate (TASVd) y el de la planta macho del tomate (TPMVd). En la parte inferior se representa la poli-
sonda conjunta que detecta tanto los virus como los viroides anteriormente descritos.
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desarrollado una polisonda que es 

capaz de detectar simultáneamente 

la presencia de trece virus y cuatro 

viroides que afectan al tomate (Fi-

gura 1), no viéndose alterada la sen-

sibilidad con respecto a las sondas 

individuales y alcanzando un límite 

de detección de hasta 0,2 pg/µl de 

RNA viral o viroidal (Sánchez-Nava-

rro y col., 2019) (Figura 2). Además, 

esta tecnología nos permitió detec-

tar una semilla de tomate infectada 

en un pool de 250, proporción re-

comendada por EPPO para análisis 

en semilla.  La robustez y reprodu-

cibilidad de la polisonda de tomate 

se demostró utilizando cincuenta 

muestras de campo y mediante un 

ensayo inter-laboratorio que implica-

ron a seis laboratorios, obteniéndose 

un índice Kappa muy alto. 

La tecnología CRISPR-Cas 
para el control de las viro-
sis en tomate

La tecnología CRISPR-Cas está re-

volucionando las posibilidades y es-

trategias de mejora genética vegetal 

en general y del control de las virosis 

en particular. Basada en el complejo 

sistema inmunitario de las bacterias 

que les protege frente a virus (Figu-

ra 3), su robustez y sobre todo su 

versatilidad han hecho posible que 

se haya convertido en muy pocos 

años en una herramienta muy pro-

metedora para la generación de re-

sistencias frente a virus de plantas. 
El mecanismo por el cual opera y las 
peculiaridades de su modo de ac-
ción no se describen aquí por falta 
de espacio y se remite al lector a la 
reciente excelente revisión sobre el 
tema (López-Marquez y col., 2018). 
Aquí se describen las aplicaciones de 
esta tecnología en el control de las 
enfermedades virales de plantas. El 
reconocimiento y corte de los genes 
diana pueden dirigirse al genoma 
viral o a un factor de huésped que 
elimine la susceptibilidad viral. 

CRISPR-Cas dirigido contra 
el genoma viral

Dado que las primeras enzimas tipo 
Cas que se describieron reconocían 
y cortaban secuencias de ADN, no 
es de extrañar que las primeras apli-
caciones de esta tecnología en el 
control de virosis de plantas lo fue-
ran para los geminivirus, en concre-
to contra el TYLCV (Ali y col., 2015, 
2016), el del enanismo amarillo de la 
cebada (BeYDV, Baltes y col., 2015), 
el virus del ápice rizado severo de la 
remolacha (BSCTV, Ji y col., 2015, 
2018) y más recientemente el virus 
del enanismo del trigo (Kis y col., 
2019). Todos estos trabajos constitu-
yeron la prueba de concepto de que 
esta tecnología confería resistencia 
en mayor o menor medida a virus 
DNA y se llevaron a cabo en plantas 
modelo de Nicotiana benthamiana o 
Arabidopsis thaliana y pusieron de 

manifiesto que: i) la región más efi-
ciente para dirigir la edición génica 
era la región intergénica del origen 
de replicación de estos virus frente a 
las regiones codificantes y ii) que aun 
siendo la técnica de modificación 
génica más precisa que cualesquiera 
de las que se  había utilizado antes, 
todavía aparecían modificaciones 
no deseadas en regiones diferentes 
a las diseñadas. La primera edición 
genética en tomate para un agente 
patógeno se realizó para generar re-
sistencia frente al mildiu (Nekrasov 
y col., 2017), mientras que para un 
virus se demoró un año más, siendo 
de nuevo el TYLCV el elegido, obser-
vándose una disminución significati-
va del título viral en plantas de toma-
te y en sus descendientes (Tashkandi 
y col., 2018).

La tremenda variedad de proteínas 
Cas que se han encontrado y carac-
terizado recientemente ha revelado 
la existencia de algunas de ellas que 
son capaces de reconocer y cortar el 
ARN (ej. Cas13a), lo que ha posibili-
tado la aplicación de esta técnica a 
virus de genoma de ARN. Así, Aman 
y col. (2018) han obtenido plantas 
de N. benthamiana parcialmente 
resistentes al virus del mosaico del 
nabo (TuMV) dirigiendo el sistema 
CRISPR-Cas a la región de la proteína 
supresora del silenciamiento HC-Pro. 
Zhag y col. (2018) han observado 
que plantas que expresan FnCas9 y 
ARNs guías dirigidos al CMV y TMV 

Figura 2. Ejemplo práctico de la detección polivalente de virus y viroides que afectan al tomate de 120 muestras de campo. Los blots superiores corresponden a 
la detección de viroides (superior izquierda) y virus (superior derecha) revelando una mayor incidencia de éstos últimos. El blot de la parte inferior corresponde a 
la detección polivalente de ambos patógenos.
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presentaban síntomas significativa-
mente más débiles y una acumula-
ción del ARN viral muy reducida.  

CRISPR-Cas dirigido contra 
factores del huésped 

El progreso en el conocimiento del 
modo de acción de alelos que ge-
neran una resistencia recesiva a los 
virus de plantas (Diaz-Pendon y col., 
2004) ha permitido diseñar estra-
tegias derivadas de CRISPR para el 
control de las virosis, especialmen-
te en potyvirus. Mediante esta tec-
nología se ha podido diseñar una 
mutación en el factor de eIF(iso)4E 
de Arabidopsis para conseguir una 
resistencia completa al TuMV (Pyott 
y col., 2016). Chandrasekaran y col. 
(2016) desarrollaron un mutante de 
pepino no transgénico inactivando 
la función del factor eIF4E mediante 
CRISPR/Cas9. El mutante generado 
reveló inmunidad al virus del ama-
rilleamiento de las venas del pepino 
(CVYV), al virus del mosaico amarillo 
del calabacín (ZYMV) y al virus de la 
mancha anular de la papaya (PRSV). 

Mutaciones en el factor eIF4G de 

variedades susceptibles de arroz ha 

posibilitado la obtención de resisten-

cias a los virus causantes de la en-

fermedad del tungro del arroz con 

unas tasas de mutación del 36% 

al 86.6%, trasmitiéndose con éxito 

a las generaciones siguientes (Ma-

covei y col., 2018). Recientemente, 

Tripathi y col. (2019) han inactivado 

el virus endógeno del estriado de la 

banana (eBSV) localizado en el ge-

noma B y observado que el 75% de 

las plantas editadas permanecieron 

asintomáticas. 

Una de las principales restricciones 

al uso de esta tecnología es la for-

ma en la que el complejo de edición 

se suministra a la planta. La mayoría 

de los casos anteriormente descritos 

ha requerido el concurso de trans-

génesis, con las obvias limitaciones 

que ello supone. Una alternativa a 

la transgénesis es el uso de vectores 

virales. Ali y col. (2019) han desarro-

llado vectores basados en el virus del 

cascabeleo del tabaco (TRV) y del vi-

rus del pardeamiento temprano del 

guisante (PEBV), pero hasta el mo-
mento no se ha utilizado esta alter-
nativa en tomate.

Conclusiones

El uso de polisondas puede ser una 
tecnología muy recomendable en la 
detección polivalente como un pri-
mer paso para evaluar la incidencia 
de los virus en plantas madre y pro-
ceder a su certificación, o bien en 
programas de cuarentena y sanea-
miento donde se requieren análisis 
de amplio espectro. Por otra parte, 
la gran versatilidad de la tecnología 
CRISPR-Cas está permitiendo desa-
rrollar estrategias de control de las 
virosis del tomate que eviten la apli-
cación de transgénesis.

Figura 3. Representación esquemática de las fases del sistema general de defensa bacteriano frente a virus mediado por CRISPR-Cas. (1) Adaptación: la bacteria/
arquea integra fragmentos pequeños de ADN viral entre las repeticiones presentes en los loci CRISPR mediante el concurso de las proteínas Cas (azul) generán-
dose un nuevo espaciador. (2). Expresión: en esta fase la agrupación CRISPR se transcribe y se procesa el ARN precursor (ARNprecr) uniéndose a otras proteínas 
Cas (amarillo) para formar complejos efectores. (3). Interferencia: el ARNcr maduro forma un complejo efector que cortará el ácido nucleico de un nuevo virus 
invasor. Reproducido de Investigación y Ciencia, Mojica y Almendros 2017, con permiso de Prensa Científica S.A.©. 
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