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El «stolbur» del tomate: detección en España 
mediante la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) 

L. AVINENT y G. LLÁCER 

Mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se detectó, en el verano de 
1994, la presencia del «stolbiu» de las solanáceas, enfermedad asociada a fitoplasmas. 
Los síntomas de la enfermedad se observaron en plantaciones de tomate y pimiento de 
Valencia. La detección se llevó a cabo con la amplificación de un fragmento del gen 
16S rRNA del fitoplasma, utilizándose iniciadores universales y específicos. Con 
ambos tipos de iniciadores se lograron amplificaciones del fragmento indicado. Estos 
resultados confirman la presencia del «stolbur» en nuestro país. 

L. AVINENT y G. LLÁCER. Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias. Apartado 
Oficial, 46113-Moncada (Valencia). 
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INTRODUCCIÓN 

El «stolbur» del tomate es una enferme
dad de las solanáceas asociada a la presen
cia de fitoplasmas en el floema (PLOAIE y 
MARAMOROSCH, 1969), patógenos anterior
mente conocidos como MLOs (del inglés 
mycoplasma-like organisms) (STM, 1994). 
Patatas, tomates, pimiento y tabaco son cul
tivos muy sensibles a la enfermedad. 

Esta fitoplasmosis se detectó por primera 
vez en Checoslovaquia en 1932, aunque se 
cree presente desde 1921; la primera refe
rencia escrita data de la antigua USSR, de 
1946. Actualmente la enfermedad se en
cuentra citada, además, en Bulgaria, Ruma-
nía, Yugoslavia, Hungría, Austria, Suiza, 
Francia, Italia, Grecia, España, Reino Unido, 
Arabia Saudi e Iraq (ALIVIZATOS, 1990; 
PEÑA, 1977). 

El porcentaje de infección varía según los 
años, variabilidad observada en todos los 
países en donde se ha estudiado. En el su

reste francés, el porcentaje de plantas infec
tadas puede oscilar entre un 5%, que es el 
porcentaje más habitual, y un 80% en los 
años más desfavorables. El por qué es una 
enfermedad tan esporádica es un aspecto de 
momento desconocido. Dado que el «stol
bur» se transmite por insectos homópteros, 
la hipótesis más aceptada es la influencia 
de las poblaciones del vector. Entre los vec
tores conocidos se encuentran los homópte
ros Hyalestes obsoletus (Cixiidae), Macros-
teles laevis, Aphrodes bicincta y Euscelis 
plebejus (Cicadellidae), cuyas densidades 
poblacionales varían de acuerdo con las 
condiciones climáticas de la estación. En 
Eslovaquia, las primaveras secas y cálidas 
hacen aumentar las poblaciones de H. obso
letus; los años de alta incidencia de stolbur 
se caracterizan por escasez de lluvias en 
junio y julio y temperaturas medias superio
res a las habituales en la primavera y verano 
(BRCÁK, 1979). 

Por otra parte, algunas malas hierbas, 
como Convolvulus arvensis, Lepidium 



draba, Amaranthus retroflexus, Chenopo
dium album y Cirsium arvense son hospeda-
dores alternativos de los vectores y algunas, 
como C. arvensis, también son capaces de 
albergar al patógeno (BRCÁK, 1979; Fos et 
al, 1992). 

La primera referencia que se tiene en Es
paña de la presencia del «stolbur» es la de 
PEÑA (1977). En 1978, se expuso la prime
ra comunicación sobre la presencia del 
«stolbur» en tomates de Calasparra (Mur
cia) (GARCÍA-JIMÉNEZ et al, 1978). La de
tección se llevó a cabo por sintomatología 
de campo, transmisión a plantas indicado
ras y microscopía electrónica (C. JORDÁ, 
comunicación personal). Además, la enfer
medad también se observó en plantaciones 
comerciales de pimientos del Valle del 
Ebro (Luis, 1980), donde regularmente 
aparecen plantas con síntomas similares a 
los descritos como causados por el «stol

bur» de las solanáceas; el agente patógeno 
fue transmitido a pimientos sanos y a Vinca 
rosea. Asimismo, la enfermedad también se 
observó en cultivos de pimiento de Zarago
za (1980 y 1982), Badajoz (1982) y Logro
ño (1982) (Luis, 1989). Dado que la enfer
medad, en España, no causa graves pérdi
das económicas y que también se presenta 
de manera esporádica, no ha sido objeto de 
estudios de investigación en los últimos 
años y, por tanto, la sintomatología no ha 
sido objeto de divulgación entre los agricul
tores. 

En el verano de 1994 se detectó en la 
zona de Llutxent (Valencia) una parcela de 
tomates severamente afectada por algún pa
tógeno que causaba una sintomatología des
conocida para los agricultores de la zona. 
Las plantas mostraban floración reducida, 
con flores deformadas (Figura 1), sépalos 
excesivamente grandes (Figuras 2 y 3), fru-

Fig. l.-A la derecha, brote terminal de tomate con reducción del tamaño foliar y flor deformada. 
A la izquierda brote normal. 



Fig. 2.-Flor con sépalos anormalmente grandes (tomate). 

tos endurecidos, proliferación de brotes axi
lares, reducción del tamaño foliar de los 
brotes terminales (Figura 1) y coloración 
violácea de las hojas (Figura 4). Junto a los 
tomates había una parcela de pimientos en 

la que algunos pies mostraban claros sínto
mas de amarilleo y enanismo (Figura 5). 

Estas plantas enfermas se analizaron en 
el Servicio de Sanidad y Certificación Ve
getal de Silla (Valencia) con el fin de des
cartar una posible virosis. Se aplicó el mé
todo ELISA para los virus del mosaico del 
pepino, del mosaico del tomate, bronceado 
del tomate y virus Y de la patata (J. SERRA, 
comunicación personal). La sintomatología 
no era nueva para este servicio pero nunca 
se había podido confirmar la presencia de 
ningún patógeno. Tras los resultados nega
tivos obtenidos, se comunicó al IVIA la 
existencia de estas plantas, por si alguna fi-
toplasmosis pudiera estar implicada. Los 
síntomas observados fueron ya una primera 
indicación del «stolbur». Dado que en el 
IVIA se dispone de las técnicas molecula
res necesarias para la detección y caracte
rización de fitoplasmas, se decidió abor
dar el tema y confirmar la presencia del 
patógeno. 

Fig. 3.-Fruto con sépalos de gran tamaño (tomate). 



Fig. 4.-Hoja de tomate con coloración violácea. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Material vegetal 

En agosto de 1994 se visitaron las parce
las afectadas y se tomaron muestras de plan
tas con síntomas, tanto de tomates como de 
pimientos. La parcela de tomates era de 
1 hanegada y la de pimientos de unas 5, 
aproximadamente. La sintomatología coin
cidía con la observada, un mes antes, por M. 
J. MELO y M. GARCÍA-MORATÓ (comunica
ción personal), aunque la manifestación de 
síntomas era mucho menor, entre otras 
cosas, porque el agricultor había eliminado 
los pies o partes de las plantas afectadas. 

Extracción del DNA 

Para la detección de fltoplasmas por PCR 
es necesaria la extracción del DNA de los 
mismos. Para ello se siguió el método de en

riquecimiento de DNA fitoplásmico descrito 
por AHRENS y SEEMÜLLER (1992). 

Reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 

Para llevar a cabo la reacción se eligió 
como DNA molde el gen 16S rRNA (AH
RENS y SEEMÜLLER, 1992). Los oligonu
cleotides iniciadores fueron: rU3 (AHRENS 
y SEEMÜLLER, 1994), fU5 (secuencia no 
publicada; cedida por U. AHRENS), fSTOL 
y rSTOL (E. SEEMÜLLER, comunicación 
personal). El par fU5/rU3 se utiliza para 
una detección no específica, es decir, para 
todos los fitoplasmas. El par fSTOL/ 
rSTOL es específico del stolbur. 

La amplificación se llevó a cabo en un vo
lumen de 50 ul, con 5 ul de la muestra de 
DNA, 250 nM de cada iniciador, 100 uM de 
los cuatro dNTPs, Taq polimerasa (1,25 uni
dades) y el tampón de la Taq. Las condicio-



Fig. 5.-Enanismo y amarilleo en pimientos. 

nes de la reacción fueron: 35 ciclos de 30 s 
a 94 °C, 60 s a 55 °C y 60 s a 72 °C. Los 
productos de la amplificación se visualiza
ron en un gei de agarosa al 1%, en tampón 
TAE, teñido con bromuro de etidio. 

amplificaciones se obtuvieron tanto en pi
mientos como en tomates con síntomas. No 
se obtuvo ninguna amplificación del DNA 
extraído de plantas sanas. 

RESULTADOS 

Tanto los iniciadores universales como 
los específicos amplificaron el fragmento 
esperado del gen 16S rRNA. El par fU3/rU5 
amplificó un fragmento de unas 880 pb (Fi
gura 6); el par fSTOL/rSTOL amplificó un 
fragmento de unas 600 pb (Figura 7). Estas 

DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos confirman la pre
sencia de «stolbur» en nuestro país. El méto
do utilizado permite una detección rápida, 
fiable y específica. Se evita así tener que rea
lizar laboriosas preparaciones microscópicas 
o lentas transmisiones a plantas indicadoras, 
métodos que, aunque ponen de manifiesto la 



Fig. 6.-Resultado de la amplificación por PCR. 
Iniciadores U3-U5. Línea 1: pimiento enfermo; 

Línea 2: tomate enfermo. Línea 3: marcador molecular. 

Fig. 7.-Resultado de la amplificación por PCR. 
Iniciadores específicos de stolbur. Líneas 1 y 2: tomate 

enfermo. Líneas 3 y 4: pimiento enfermo. Líneas 5 
y 6: tomate sano. Línea 7: Control negativo sin muestra 

vegetal. Línea 8: marcador. 

presencia de fitoplasmas en el floema, no 
son capaces de discriminar entre ellos. 

En cuanto al vector, éste es, de momento, 
desconocido en España. En Francia se ha 

detectado, mediante serología (ELISA-
DAS), la presencia de fitoplasmas, asocia
dos al «stolbur», en varios homópteros. 
Entre ellos se encuentra H. obsoletus (un 
25% de los insectos analizados estaban in
fectados) que, además, transmitió el patóge
no a varias plantas indicadoras, siendo con
siderado por tanto vector de la enfermedad 
(Fos et ai, 1992). Este insecto no se en
cuentra frecuentemente en los campos de to
mates, sino en la correhuela (C. arvensis), 
reservorio natural del patógeno. Así pues, y 
según estos autores, la correhuela junto con 
H. obsoletus juega un papel muy importante 
en la epidemiología de la enfermedad en el 
sureste francés, a diferencia de lo apuntado 
hace algunos años por LECLANT y LACOTE 
(1969), autores que no consideraron a esta 
especie como vector, ya que los adultos apa
recían a finales de junio, al mismo tiempo 
que los síntomas, y no se considera a las 
ninfas capaces de transmitir la enfermedad, 
por su baja movilidad en el suelo y la baja 
tasa de infectividad natural (RAZVJAZKINA, 
1950). En España desconocemos las pobla
ciones de insectos presentes en las parcelas 
afectadas o sus inmediaciones, por lo que, 
de momento, no podemos saber qué especie 
está implicada en la difusión natural. Sí sa
bemos, por indicación de los agricultores, 
que en la primavera de 1994 se registraron 
poblaciones muy elevadas de cicadélidos. 

Como método de control en cultivos al 
aire libre se recomiendan los tratamientos 
insecticidas, tratamientos herbicidas y colo
cación de barreras alrededor de las parcelas. 
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ABSTRACT 

AviNENT, L. & LLÁCER, G., 1995: Stolbur detection in Spain by polymerase chain 
reaction (PCR). Bol. San. Veg. Plagas, 21(3): 417-423. 

By polymerase chain reaction (PCR), stolbur was detected in tomato and pepper 
plants in Valencia (Spain). A fragment of the phytoplasma 16S rRNA gene was ampli
fied with universal and specific primers. No amplifications were obtained with healthy 
plants. These results corroborate the presence of stolbur in our country. 

Key words: Stolbur, detection, PCR, tomato, pepper, phytoplasmas. 
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