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ToBRFV: Descripcion basica, presencia en el mundo
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Genero Tobamovirus, mas de 30 especies -
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> Transmitidos por contacto mecanico y por la semilla.

> Muy persistentes en el suelo y en superficies

: : : Tobacco mosaic virus (TMV
(incluyendo herramientas de cultivo). ( )

Tomato mosaic virus (ToMV)
> Gama de hospedadores estrecha. o
Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV)
> Niveles de acumulacion muy altos en sus o
y Tomato mottle mosaic virus (ToMMV)

hospedadores. Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV)

> Hay resistencias monogénicas y dominantes, Pepper mild mottle virus (PMMoV)

incluyendo Tm22y L4 Paprika mild mottle virus (PaMMV)



ToBRFV: Descripcion basica, presencia en el mundo
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ToBRFV: Sintomas

En hojas: Mosaicos acusados, abullonado, deformaciones, ocasionalmente
filimorfismo y manchas necroticas
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ToBRFV: Sintomas

En hojas: Mosaicos acusados, abullonado, deformaciones, ocasionalmente
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ToBRFV: Sintomas

En hojas: Mosaicos acusados, abullonado, deformaciones, ocasionalmente
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ToBRFV: Sintomas

En frutos: Distribucion irregular de pigmentos, marmoleo, necrosis ocasional
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ToBRFV: Sintomas

En frutos: Distribucion irregular de pigmentos, marmoleo, necrosis ocasiona

Qi
A . e




ToBRFV: Sintomas
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ToBRFV: Sintomas

En frutos: Distribucion irregular de pigmentos, marmoleo, necrosis ocasional
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ToBRFV: Sintomas

Marchiteces y necrosis local o generalizada




ToBRFV: Sintomas
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ToBRFV: Sintomas

Sintomas, ¢,con qué me quedo?
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ToBRFV: Epidemiologia

Condicionantes epidemioldgicos:

» Transmitido por semilla.

» Transmitido mecanicamente, muy contagioso.

» Muy persistente.

» Escandaloso: Sintomas agresivos, aunque a veces poco especificos y
dependientes de condiciones ambientales y variedad.

» Desarrollo de sintomas y acumulacion del virus: En planta joven, 6-10 dias
para que se vea mosaico. A los 4-5 dias ya se ha hecho sistémico. Puede
haber un periodo de 2-5 de "contagiosidad no advertida”.

» En infecciones establecidas, la acumulacion del virus en la planta puede

ser muy alta (1g/Kg).



ToBRFV: Epidemiologia

CGMMV en pepino > tobamovirus, epidemiolégicamente muy parecido a TOBRFV
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Factores epidemiologicos

Fuentes de indculo primario:

Planton (semilla? contaminacion en semillero?)
Cuadrillas

(Suelo, en parcelas con infecciones anteriores)

(Malas hierbas, cuando ha habido infecciones anteriores)

Dispersion secundaria:

Instrumentos de poda y manipulaciones
Contacto entre plantas (sin olvidar las raices)
Insectos polinizadores




Actuaciones para evitar focos primarios de infeccio

Planta Suelo

Semilla certificada
Desinfeccion de semilla
Plantas madre sanas

Semilleros re sponsable S B e s

Cuidado en el transporte Solarizacion

Desinfeccion puntual
Reutilizacion de sacos

Desinfeccion de instrumentos
Higiene cuadrillas

Chenopodiastrum murale Solanum nigrum  Nicotiana glauca

Malas hierbas



Actuaciones epidemiologicas

Dispersion secundaria:

Instrumentos de poda y manipulaciones
Insectos polinizadores




Actuaciones para controlar la dispersion secundaria

okl Desinfeccidon de instrumentos Polinizadores

et

Eliminar las plantas con sintomas Higiene cuadrillas
0OJO a como se hace! Desinfeccién de suelo



ToBRFV: Diagnostico

El diagndstico es imprescindible, los sintomas a me nudo son poco especificos 'y
dependientes de variedad y condiciones ambientales

RT-gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real

> ldentifica material genético del virus.

» Variedad de protocolos y "primers”, s6lo algunos reconocidos oficialmente: primers CATA 28
(Enza Zaden) y CSP1325 (CSP Labs).

> En teoria, es un método muy sensible.

> En teoria, es un método muy especifico, sobre todo si usa tecnologia “TagMan”.

» Los laboratorios a veces dan una “medida”, los ciclos a los que se detecta el virus o Cts, que
es contra-intuitiva. A mas ciclos, menos virus.

» Es caro.

ELISA

> ldentifica la particula viral.

» Entre 100 y 1000 veces menos sensible que la RT-gPCR.

» Los anticuerpos policlonales no son especificos, pero si pueden determinar si hay tobamovirus.

» Que yo sepa, solo hay dos anticuerpos monoclonales (Agdia y Abiopep). El de Abiopep es
especifico y sensible.

» Es barato.



ToBRFV: Diagnostico

El diagndstico es imprescindible, los sintomas a me nudo son poco especificos 'y
dependientes de variedad y condiciones ambientales

A G "
viruses MDP1J
Article
New Resources for the Specific and Sensitive Detection of the
Emerging Tomato Brown Rugose Fruit Virus
Joan Miquel Bernabé-Orts !, Covadonga Torre ', Eduardo Méndez-Lépez 2, Yolanda Hernando *
and Miguel A. Aranda >*
B ¥= L5400 + 5041
et
. s
A 1 82 E 0
e MSYTIATPSQPVFLS SAWADPTELINLCTNS LGNQFQTOQ) FSEVWKPVPQUTVRE! LDPLVT S
ST SSryRE SAADY I NCr TR i
MSYSIBEPSQFVFLS SUWADP 1 E LINUCTNS LCNQFQTQQARTTVORQF S EVWK MNP QST VR F MBIV YR YNAVLDPLT 104
LR oA e
R T YRV MRSARE I TART) e — e Wt [T T L T I T TR TR T T
™ R E TAETLDATRRVDD! t b of copiesiran
¥ ALLGAFDTRNRI 1EVENCQSPTTAETLDATRR VDDAT E oLy ok S
CSP1325

Ctvalue
g 8 5 B

w % o
-®
-
-
-

-
10-
DTy

L N D e A

R

F g RNAJen G

* ALLGBEDTRNRT IQRSFTTAET! TOR|NOS TFESMS GLAWIAPAS D
E

Ao L3 » 2 (73
* PSS E

c ng RNAfnm
MoAb 4810
MoAb 4810 Mohb 5A6 - 20 N oAb 4810 0 ™Y PR - iy = ToMV test
P A, g o sl »TOBRFVISL + ToBRFV tust
g i 3 ] s
- - 8 Oy 3 2 - " L - "
- = 0 a - . g |= .
-
- - 0 1
g g CEIIIAA IS TETEIIIRER S i PP
Poptide dilution Extraor dirtion 33 03 001 TeBRFV 3 03 D03 ToBRFY
» - = MoAb 5A6 R MoAb SAE H g RNATER 1 I RNAIRRR
- 0+ TMGMY 0
»- o §3 STMGMY test PMMoY 4 PMMaV test
- - £ 15 z, o4 - " +ToBRFV tast & + ToBRFV tast
- - i. H . . Lo
. " : 3w’
3 . .
LErEer J 10+
SELELLPLT  TIINISIISS
Peptide diliion Extract diution i e ol
= TMV: CNRSSFESSSGLVWT MY T W3 B3 06 TeBRFY W3 03 003 TeERFY
= ToMV: CNONTFESHSCLWT - PMMaY - TMV

~ ToBRPY: CROSTFESASGLOWS - THGMY e W g RiAln P Rélhina



ToBRFV: Diagnostico

El muestreo y la calidad de las muestras, criticos para un diagnostico acertado

¢, Qué parte de la planta muestrear?

25Days

Baja
concentracion
de virus

Negativo

Figure 10.7 Diagram showing the spread of TMV through a medium young tomato plant. The inocu-
lated leaf is shaded, and systematically infected tissues are shown in black. (From Samuel, 1934.)



ToBRFV: Diagnostico

El muestreo y la calidad de las muestras, criticos para un diagnostico acertado

¢, Qué plantas muestrear?

e -1 +1 42
¢, Como conservar las muestras hasta que lleguen all  aboratorio?

> Para RT-gPCR, en frio, cuidando de que no se congelen
> Para ELISA, a temperatura ambiente (<35°C), cuidando de que no se deshidraten o pudran

¢, Qué resultados se pueden esperar?

> Para RT-gPCR, positivo (Ct<30), negativo (Ct>35), dudoso (35>Ct>30).
> Para ELISA, positivo (OD>3x control negativo), negativo (OD<2x control negativo),
dudoso (3x>0OD>2x).



Resistencia genética: Caracteristica o conjunto de caracteristicas heredables
gue conducen a la supresion o disminucion del desarrollo de un potencial
patdgeno en las condicionas mas favorables para que éste ocurra.

Resistencias a tobamovirus en tomate;: Tml, Tm2, Tm22

¢, Hay resistencias a la vista?:  Si, al menos dos fuentes de resistencia
oligogénica; al menos una fuente de resistencia monogénica dominante.

Decisiones informadas: Vigilancia. Diagnostico y asesoramiento. Informar y
actuar segun el plan de accion al respecto.

GRACIAS POR SU ATENCION!



