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Figura 51. Sintomas obtenidos en plantas de Datura stramonium posterior a la inoculacién con
11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G)
OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC _SE; Y L) SLP.....c.uoieiiiiiiiiiieeeieee ettt 215
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con 11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F)
MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; Y L) SLP. ......covniiiiiiiiiiieiiee ettt 216
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MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; Y L) SLP. ......covniiiiiiiiiieiiee et 217
Figura 54. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana glutinosa posterior a la inoculaciéon con
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Figura 55. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana occidentalis posterior a la inoculacion
con 11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F)
MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; Y L) SLP. .....ueeiiieeiiiiiieieeiee ettt 219
Figura 56. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana rustica posterior a lainoculacion con 11
fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G)
OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; Y L) SLP. ...ttt 220
Figura 57. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana tabacum posterior a la inoculacion con
11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G)
OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; Y L) SLP........covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 221
Figura 58. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana virginia posterior a lainoculacion con 11
fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G)
OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; Y L) SLP.....cuueeeeiiieeeeeaee ettt 222
Figura 59. Sintomas obtenidos en plantas de Physalis floridana posterior a la inoculaciéon con
11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G)
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Figura 60. Sintomas obtenidos en plantas de Physalis philadelphica posterior a la inoculacion
con 11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F)
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Figura 61. Sintomas obtenidos en plantas de Solanum lycopersicum posterior a la inoculacion
con 11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F)
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Figura 62. Sintomas obtenidos en plantas de Solanum melongena posterior a lainoculacion con
11 fuentes de infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G)
OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC _SE; Y L) SLP.....c.uoieiiiiiiiiiieeeieee ettt 226
Figura 63. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qPCR para la evaluacion de las fuentes
de infeccion en plantas de S. lycopersicum. La fluorescencia relativa (RFU) se registré a lo largo de
40 ciclos de amplificacion. El control positivo se muestra en rojo; el control negativo en verde; y el
Control sin cDNA molde (NTC). Las curvas en azul corresponden a las muestras evaluadas........ 227
Figura 64. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qPCR para la evaluacion de las fuentes
de infeccion en plantas de C. annum. La fluorescencia relativa (RFU) se registré a lo largo de 40
ciclos de amplificacion. El control positivo se muestra en rojo; el control negativo en verde; y el
Control sin cDNA molde (NTC). Las curvas en azul corresponden a las muestras evaluadas......... 227
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de infeccion en plantas de N. occidentalis. La fluorescencia relativa (RFU) se registrd a lo largo de
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MAE; C) MOR; D) OAX; E) QRO; F) SIN; G) SLP; H) TLAX; I) XCH; J) ZAC_SE. .....cccovvviiiiiiiiianieiiannn 229
Figura 68. Respuesta de diferentes fuentes de infeccion en plantas de la variedad 2: A) TEST; B)
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Figura 69. Respuesta de diferentes fuentes de infeccion en plantas de la variedad 3: A) TEST; B)
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RESUMEN GENERAL

Diversidad del Tobamovirus fructirugosum y respuesta de Solanum
melongena L., ante la infecciéon

Tobamovirus fructirugosum es un virus emergente de relevancia fitosanitaria por
su capacidad de infectar cultivos de importancia econdémica, principalmente
tomate y pimiento, asi como por su notable estabilidad, facil transmision
mecanica, dispersiéon por semilla y superficies contaminadas. Debido a su
creciente impacto en sistemas de produccion horticolas y a la informacion aun
limitada sobre su comportamiento en Meéxico, es que se planted esta
investigacion con el fin de generar conocimiento sobre su distribucion, diversidad
molecular y biolégica en el pais, asi como su interaccion con distintos
hospedantes. La presencia e identidad del virus en las principales regiones
productoras de solanaceas de la Republica Mexicana se confirmé mediante la
recoleccion de material vegetal sintomatico y su analisis por RT-PCR vy
secuenciacion de un fragmento del ORF que codifica para la RdRp; los resultados
corroboraron la ocurrencia de T. fructirugosum en diferentes localidades vy
hospedantes, lo que confirmd su distribucion en zonas agricolas de relevancia.
Once fuentes de infeccion mexicanas fueron caracterizadas molecular y
biolégicamente. La caracterizacion molecular se realiz6 a partir de la
amplificacion parcial por RT-PCR y secuenciacion de ORFs clave del genoma del
virus; los resultados evidenciaron variabilidad genética entre los aislamientos
analizados mostrada por agrupamientos diferenciados en la reconstruccion
filogenética. El anadlisis de los polimorfismos de nucledtido unico, en las
secuencias obtenidas de las fuentes de infeccidn virales, indicé la existencia de
cambios tanto sindbnimos como no sinénimos con posible influencia en funciones
relacionadas con replicacion de su acido nucleico, movimiento y encapsidacion.
La caracterizacién biolégica, en plantas diferenciales, mostré respuestas
heterogéneas desde ausencia de sintomas, reacciones locales, hasta sintomas
sistémicos. La carga viral fue evaluada por RT-gPCR evidenciando diferencias
en acumulacion viral. En conjunto, estos hallazgos evidenciaron que las fuentes

de infeccion mexicanas de T. fructirugosum son heterogéneas ya que
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presentaron diversidad genética y fenotipica capaz de modificar la interaccion
virus-hospedante. Finalmente, la interaccion de cinco variedades de Solanum
melongena con diversas fuentes de infeccion se evalu6 bajo condiciones de
invernadero. Los resultados revelaron que S. melongena es susceptible de ser
infectada por el virus; con lo cual se aclard la controversia existente sobre la
susceptibilidad de este cultivo al virus. Los resultados revelaron que la infeccion
y su expresion dependieron de la combinacion entre la fuente de infeccion, la
variedad vegetal y las condiciones ambientales: a temperaturas de 25.27 °C hubo
nula infeccién, mientras que arriba de 36.60 °C las incidencias se elevaron.
Asimismo, la sintomatologia expresada, la acumulacion de la carga viral y

reduccion de biomasa entre variedades y fuentes de infeccion fueron diferentes.

En conjunto, los resultados de esta investigacion evidenciaron que las fuentes de
infeccion de T. fructirugosum presentes en México, poseen variabilidad
intraespecifica relevante y que pueden interactuar diferencialmente con diversos
hospedantes, incluida S. melongena. Los resultados generados fortalecen la
comprension epidemiolégica del patégeno y sientan bases para futuras

investigaciones.

Palabras clave: Tobamovirus fructirugosum, Solanum  melongena,
susceptibilidad, resistencia, variabilidad genética, RT-qPCR e interaccién planta-

patogeno.

Tesis de Maestria en Proteccion Vegetal, Departamento de Parasitologia Agricola, Universidad
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Autor: Rubén Ruvalcaba Ramirez

Director de tesis: Camilo Hernandez Juarez
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ABSTRACT

Diversity of Tobamovirus fructirugosum and response of
Solanum melongena L. to infection
Tobamovirus fructirugosum is an emerging virus of phytosanitary relevance due
to its ability to infect economically important crops, mainly tomato and pepper, as
well as its notable stability, ease of mechanical transmission, spread via seed,
and persistence on contaminated surfaces. Given its increasing impact on
horticultural production systems and the still limited information on its behavior in
Mexico, this study was undertaken to generate knowledge on its distribution,
molecular and biological diversity in the country, as well as its interaction with
different hosts. The presence and identity of the virus in the main solanaceous-
producing regions of the Mexican Republic were confirmed through the collection
of symptomatic plant material and its analysis by RT-PCR and sequencing of a
fragment of the ORF encoding the RdRp; the results corroborated the occurrence
of T. fructirugosum in different localities and hosts, confirming its distribution in
agriculturally relevant areas. Eleven Mexican infection sources were molecularly
and biologically characterized. Molecular characterization was carried out through
partial amplification by RT-PCR and sequencing of key ORFs of the viral genome;
the results revealed genetic variability among the analyzed isolates, as shown by
distinct clustering in phylogenetic reconstruction. Analysis of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the sequences obtained from viral infection sources
indicated the presence of both synonymous and non-synonymous changes, with
possible influence on functions related to nucleic acid replication, movement, and
encapsidation. Biological characterization, using differential hosts, showed
heterogeneous responses ranging from absence of symptoms and local reactions
to systemic symptoms. Viral load was evaluated by RT-qPCR, revealing
differences in viral accumulation. Overall, these findings demonstrated that
Mexican infection sources of T. fructirugosum are heterogeneous, exhibiting
genetic and phenotypic diversity capable of modifying the virus—host interaction.
Finally, the interaction of five Solanum melongena varieties with different infection

sources was evaluated under greenhouse conditions. The results revealed that
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S. melongena is susceptible to infection by the virus, thereby clarifying the existing
controversy regarding the susceptibility of this crop. The results showed that
infection and its expression depended on the combination of the infection source,
plant variety, and environmental conditions: at 25.27 °C no infection was
observed, whereas above 36.60 °C incidence increased. Likewise, symptom
expression, viral load accumulation, and biomass reduction varied among

varieties and infection sources.

Overall, the results of this study demonstrated that infection sources of T.
fructirugosum present in Mexico possess relevant intraspecific variability and can
interact differentially with various hosts, including S. melongena. These findings
strengthen the epidemiological understanding of the pathogen and provide a

basis for future research.

Keywords: Tobamovirus fructirugosum, Solanum melongena, susceptibility,

resistance, genetic variability, RT-gPCR, and plant—pathogen interaction.

Master's Thesis in Plant Protection, Department of Agricultural Parasitology, Chapingo
Autonomous University

Author: Rubén Ruvalcaba Ramirez

Thesis Advisor: Camilo Hernandez Juarez
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 ANTECEDENTES
1.1.1 Origen del Tobamovirus fructirugosum

En el 2014 fueron reportados nuevos casos de un tobamovirus llamado Tomato
Brown Rugose Fruit Virus (actualmente Tobamovirus fructirugosum (ICTV,
2024b)) que afecté a tomate en Israel y Jordania. El analisis gendémico de este
virus reveld que tiene un genoma completo de 6,393 nucledtidos, y que con los
aislamientos analizados y comparados estuvieron genéticamente relacionados;
sin embargo, este analisis evidencid que la secuencia gendmica de T
fructirugosum difiere del Tobamovirus tomatotessellati (ToMV, acronimo de su
nombre anterior Tomato mosaic virus) y del Tobamovirus tabaci (TMV, acronimo
de su nombre anterior Tobacco mosaic virus) en un 16% y 18% respectivamente,
lo que sugirid que este nuevo virus pudo haberse originado a partir de
recombinacién de aislamientos de estas dos especies (N. M. Salem et al., 2016).
Con respecto a esto, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV),
establecié que para proponer una nueva especie basta una diferencia gendmica
del 15% (King, 2011). Las plantas infectadas con el T. fructirugosum expresaron
sintomas foliares de tipo mosaicos leves a severos, en frutos rugosidades y
manchas de color marrdén, afectando el valor comercial del producto (Cambron-
Crisantos et al., 2018; Ling et al., 2019; Luria et al.,, 2017; N. M. Salem et al.,
2016).

1.1.2 Taxonomia del T. fructirugosum.
La taxonomia del T. fructirugosum es segun el ICTV (2024Db) es:
Dominio: Riboviria

Reino Orthornavirae

Filum: Kitrinoviricota

Clase: Alsuviricetes
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Orden: Martellivirales
Familia: Virgaviridae
Género: Tobamovirus

Especie: Tobamovirus fructirugosum

1.1.3 Descripcion del virién T. fructirugosum

La particula viral se caracteriza por ser de forma de varilla rigida, al igual que T.
tabaci (Cambron-Crisantos et al., 2019) y carecer de envoltura lipidica (ICTV,
2024a). Esta compuesta principalmente por proteinas de la capside dispuestas
helicoidalmente que protegen a un genoma de RNA monocatenario de sentido
positivo (ssRNA+) de aproximadamente 6.3 kb (ICTV, 2024a; N. M. Salem et al.,
2016); cuenta con cuatro marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en
inglés, Open Reading Frame) que codifican para cuatro proteinas: Metil
Transferasa-Helicasa (Mtr-Hel), RNA Polimerasa RNA dependiente (RdRp),
Proteina de Movimiento (MP) y Proteina de Capside (CP), mismas que le

permiten la infeccion (Smith & Dombrovsky, 2020).

Los viriones poseen una gran resistencia a condiciones fisicas y quimicas
adversas (Cann, 2009) que facilitan su dispersion mecanica a través de
herramientas agricolas, semillas y superficies contaminadas (Hull, 2013; N. M.
Salem et al., 2022), lo que contribuye a su notable persistencia en el ambiente y
en superficies de contacto (Dombrovsky et al., 2017). En conjunto estos atributos
explican que, a pesar de tratarse de un virus sin envoltura, con un genoma
relativamente compacto y su facilidad de propagacién sea de amplia distribucion
geografica; convirtiéndolo en un foco de atencion mundial dado su alto impacto
fitosanitario en comparacién con otros virus de plantas, reforzando su caracter de
patdgeno emergente de alta preocupacion para la produccion de Solanum
lycopersicum (tomate) y otras solanaceas (Caruso et al., 2022; EPPO, 2026;

Vasquez Gutierrez, Lopez Lépez, et al., 2024).
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1.1.4 Sintomatologia

Los sintomas de la infeccioén por T. fructirugosum son comparables a los de otros
tobamovirus (Alon et al., 2021; Luria et al., 2017; N. M. Salem et al., 2016); sin
embargo, los causados por T. fructirugosum en frutos de tomate (Solanum
lycopersicum) son manchas rugosas y deformaciones, asi como mosaicos de
diversas tonalidades en las hojas (Figura 1) (Cambron-Crisantos et al., 2019; Luria
etal, 2017; N. M. Salem et al., 2016; Vasquez Gutiérrez et al., 2025).

Figura 1. Sintomas caracteristicos de plantas de tomate infectadas por T. fructirugosum. (a
y b) Patron de mosaico en hojas de plantas de tomate; (c y d) manchas amarillas y deformacion
en frutos; (e) sintomas necréticos en pedunculos y caliz (Luria et al., 2017).

1.1.5 Rango de hospedantes

El T. fructirugosum es capaz de infectar a un amplio rango de hospedantes que

incluye principalmente especies de la familia Solanacea, siendo S. lycopersicum
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y Capsicum annuum (pimiento) los hospedantes primarios de mayor importancia
econdmica y cultural, limitando significativamente la produccion de estas
especies y posicionandolo como una plaga cuarentenaria a nivel mundial. Las
investigaciones han confirmado que el virus puede infectar eficientemente tanto
cultivares comerciales como variedades tradicionales de tomate, superando las

barreras de resistencia previamente efectivas (Luria et al., 2017).

Estudios y reportes recientes han ampliado el espectro conocido de plantas
susceptibles hasta un total de 82 especies en 21 familias taxonémicas (Cuadro
1) (EPPO, 2026; Vasquez Gutiérrez et al., 2025). Sin embargo, los estudios de
Vasquez-Gutierrez et al., (2024) son ambiguos e inespecificos en la respuesta de
la planta frente a la infeccién y por lo tanto, la asociacion con el rango de
hospedantes. La corroboracion de estos reportes, es importante debido a que
esta expansion del rango de hospedantes tiene implicaciones criticas para el
manejo de la enfermedad, ya que estas especies pueden actuar como
reservorios naturales del virus, facilitando su persistencia y diseminacion en

ecosistemas agricolas y naturales (Erdogan et al., 2025).

Cuadro 1. Familias taxonémicas y especies susceptibles a T. fructirugosum
(EPPO, 2026) .

Familia

. Especie
taxonomica

Amaranthus retroflexus, Beta vulgaris subsp. Maritima,
Chenopodiastrum murale, Amaranthus hybridus,
Amaranthaceae = Amaranthus viridis, Chenopodium album, Chenopodium
giganteum, Chenopodium quinoa y
Gomphrena globosa
Apocynaceae Catharanthus roseus
Araliaceae Hedera helix
Erigeron canadensis, Taraxacum officinale,
Chrysanthemum indicum, Bidens Pilosa, Emilia sonchifolia,
Glebionis coronaria, Helianthus annuus, Lactuca serriola,
Sonchus oleraceus 'y Verbesina encelioides
Brassicaceae Brassica napus
Caryophyllaceae Polycarpon tetraphyllum
Convolvulaceae Convolvulus arvensis e Ipomoea purpurea
Euphorbiaceae  Ricinus communis
Lamiaceae Marrubium vulgare

Asteraceae
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Corchorus olitorius, Malva parviflora, Malva neglecta y
Malvastrum coromandelianum

Nyctaginaceae = Mirabilis jalapa

Oxalidaceae Oxalis corniculata 'y Oxalis latifolia

Plantaginaceae Veronica syriaca y Plantago lanceolata

Polygonaceae Persicaria perfoliata y Fallopia convolvulus
Portulacaceae Portulaca oleracea

Ranunculaceae Clematis drummondii

Malvaceae

Resedaceae Reseda luteola
Rosaceae Rubus idaeus
Rubiaceae Bouvardia ternifolia

Capsicum annuum, Datura metel, D. stramonium, D.
innoxia, Nicotiana clevelandii, N. debneyi, N. glauca, N.
glutinosa, N. longiflora, N. occidentalis, N. rustica, N.
tabacum, N. benthamiana, Petunia hybrids
Physalis pubescens, Solanum cheesmaniae, S. chilense, S.
Solanaceae chmielewskii, S. corneliomulleri, S. galapagense, S.
habrochaites, S. huaylasense, S. juglandifolium, S.
lycopersicum var. Cerasiforme, S. melongena, S. neoricKii,
S. ochranthum, S. pennellii, S. peruvianum, S.
pimpinellifolium, S. rostratum, S. sitiens, S. tuberosum, S.
arcanum, S. elaeagnifolium, S. lycopersicumy S. nigrum
Vitaceae Vitis vinifera

1.2 Identificacidn y justificacion del problema

La dispersion y diseminacion de T. fructirugosum afectan principalmente a
cultivos de tomate y pimiento bajo invernadero o a cielo abierto (Luria et al., 2017;
N. Salem etal., 2022; N. M. Salem et al.,, 2016) y experimentalmente se ha
reportado susceptibilidad en diversas especies de solanaceas como: Datura
stramonium, Nicotiana spp., Physalis spp. y Solanum spp. (Chanda, Gilliard,
etal.,, 2021; EPPO, 2023; N. Salem etal., 2022). Este amplio rango de
hospedantes aunado a las pérdidas economicas (Dey, 2019) debidas a los
sintomas que ocasiona y los mecanismos de transmision relacionados a la alta
estabilidad de los viriones, lo hace candidato a transmitirse por contacto y semilla,
por lo cual la NIMF 038 lo sitia como plaga categoria 1 y SENASICA mediante
un andlisis de riesgo, lo defini6 como Plaga No Cuarentenaria Reglamentada
para México, pero con alto riesgo de ocasionar pérdidas econdémicas en los
cultivos de solanaceas (SENASICA, 2020a).
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Existe controversia con relacién a la susceptibilidad de Solanum melongena
(berenjena) al T. fructirugosum, ya que algunos experimentos han informado que
la berenjena no es susceptible al virus (Chanda, Gilliard, et al., 2021; Panno et al.,
2019, 2020); sin embargo, hay otros estudios que indican que si puede infectarla
(EPPO, 2023; Sabra et al., 2022; SENASICA, 2020a; USDA, 2021; Z.-Y. Yan
et al., 2019; Zamora et al., 2025; Z. Zhang et al., 2016). En México, el virus se ha
reportado infectando a S. melongena en Sinaloa sin mayores especificaciones y
Estado de México de manera experimental, en una variedad no reportada
(Zamora et al., 2025). Esta disonancia en los reportes crea la necesidad de
investigaciones adicionales para comprender mejor la complejidad genomica del

virus y su interaccién con diferentes variedades de S. melongena.

En este contexto, resulta particularmente relevante corroborar si S. melongena
es susceptible a T. fructirugosum, ya que se trata de un cultivo solanaceo de
importancia econdmica mundial que comparte nicho productivo, practicas de
manejo y, potencialmente, vias de transmision con otros hospedantes cuya
susceptibilidad ha sido corroborada (EPPO, 2023). La determinacién de la
susceptibilidad o resistencia de ese cultivo, no solo permitira dimensionar el
riesgo fitosanitario directo, sino también establecer si esta especie puede
funcionar como hospedante alterno del virus, manteniendo el inéculo en ausencia
de otros cultivos susceptibles, favoreciendo la persistencia y dispersién en el
agroecosistema. Ademas, este dato podria utilizarse en el disefio de estrategias

de manejo integrado, contribuyendo a una mayor comprensién del patosistema.

En este estudio se comprobaron dos juegos de hipdtesis: la existencia de
variabilidad molecular del T. fructirugosum relacionada a la respuesta expresada
ante la inoculacion de los diferentes aislamientos y la diferente respuesta de las
variedades de S. melongena frente a T. fructirugosum. Para esto, se identificaron
(mediante RT-PCR, (por sus siglas en ingles Polymerase Chain Reaction)) 11
fuentes de infeccidn, se caracterizaron molecular y biolégicamente con el fin de
conocer su variabilidad. EI comportamiento de la carga viral determiné mediante

gPCR en hospedantes de importancia econémica e investigacion. Y la respuesta
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de cinco variedades de S. melongena fue evaluada mediante la inoculacion de

diversas fuentes de infeccidon del virus.
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Historia

El T. fructirugosum fue descrito inicialmente en la region de Oriente Medio a
mediados de la década de 2010, cuando productores de tomate (S. lycopersicum,
cv. Candela) reportaron sintomas inusuales que no correspondian a los
ocasionados por los patégenos virales conocidos de la época, con incidencias
cercanas al 100%; los cuales incluian sintomas leves en hojas y que, al avanzar
la etapa fenoldgica del cultivo, los frutos mostraron rugosidad marrén que
afectaron el valor comercial. Los investigadores secuenciaron el genoma
completo del virus y determinaron que no era Tobacco mosaic virus (Tobamovirus
tabaci) ni Tomato mosaic virus (T. tomatotessellati) debido a que solo compartian
82.4% y 84.6% de identidad, respectivamente; con lo cual concluyeron que
habian identificado a un nuevo tobamovirus, al que propusieron nombrar como
“tomato brown rugose fruit virus” (N. M. Salem et al., 2016). Mas tarde Luria et al.
(2017) respaldaron estos hallazgos mediante una caracterizaciéon completa de
este patosistema, resaltando que esta nueva especie tiene la capacidad para
superar fuentes de resistencia en tomate previamente efectivas para tobamovirus

y con un alto potencial de dispersidn a otras regiones productoras.

En los siguientes afnos, los reportes de T. fructirugosum se extendieron hacia
Europa, Asia y posteriormente América, reportando al virus en zonas productoras
que incluyeron sistemas bajo invernadero y a cielo abierto (Menzel & Winter,
2021a). A partir de esta fecha, el T. fructirugosum se reporté en Europa, Asia y
posteriormente América (EPPO, 2026). Esta actualizacién en la distribucién
geografica resaltd la importancia de regular las rutas comerciales internacionales
para vigilar la posible introduccion de patégenos emergentes (European Food
Safety Authority (EFSA), 2022; Garcia-Romero & Bocanegra-Flores, 2018; ISHI-
Veg, 2019). Frente a este escenario, se establecieron colaboraciones globales
entre instituciones de investigacion, agencias gubernamentales y la industria

semillera para compartir datos epidemiolégicos y desarrollar protocolos
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armonizados de deteccion enfocados a reducir los riesgos de diseminacion del
patogeno (ISHI-Veg, 2019; NAPPO, 2023; Rodriguez-Mendoza et al., 2019).

2.2 Distribucion geografica

En la actualidad, el T. fructirugosum se ha detectado en los cinco continentes y

en 54 paises, dentro de los que se situa México (Figura 2) (EPPO, 2026).

Figura 2. Distribucion geografica de T. fructirugosum. Fuente: EPPO (2026).

2.3 Importancia econémica

El T fructirugosum ha emergido como uno de los principales desafios
fitosanitarios en la industria horticola, debido a las pérdidas econdmicas
asociadas a la disminucién del rendimiento y la calidad de los frutos de tomate
(Caruso et al., 2022); Esto, aunado a su capacidad de transmision por contacto,
a través de semillas contaminadas y practicas culturales comunes que incluyen
la movilizacion de plantulas, a nivel nacional sin regulacion gubernamental
(Levitzky etal., 2019; N. M. Salem etal.,, 2016). Lo anterior, obliga a los
productores a invertir en programas mas estrictos de manejo integrado y la
adopcion de protocolos de vigilancia fitosanitaria, lo cual afecta directamente el
comercio e incrementa los costos de produccion (NAPPO, 2023; Turina & Salem,
2020).
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2.4 Sintomatologia

Los sintomas expresados en las plantas infectadas por virus como T.
fructirugosum son resultado de la alteracion de los procesos metabdlicos
celulares inducidos por la irritacidon continua del virus al utilizar moléculas
organicas producidas por el hospedante para su multiplicacion y diseminacion. Al
carecer de vias metabolicas propias, los virus secuestran los ribosomas,
complejos de traduccion y la maquinaria de replicacion de los acidos nucleicos
de la célula hospedante para sintetizar sus proteinas y replicar su genoma,
desviando recursos criticos de los procesos fisioldgicos normales de la planta.
Esta competencia del virus por recursos de la célula genera alteraciones
sistémicas en las rutas metabdlicas principales: fotosintesis, sintesis de
azucares, respiracion celular, sintesis de ATP, alteraciones en la sintesis de
fosfolipidos, replicacion del material genético celular, transcripcidn génica,
sintesis y plegamiento de proteinas estructurales y enzimaticas de la célula
vegetal (Wang et al., 2024); lo anterior se traduce en la expresién de sintomas en
la planta infectada debido a interaccidn perpetua entre los tobamovirus y la célula

infectas, sin dejar de lado, el costo involucrado en los sistemas de defensa.

Todas estas alteraciones ocasionadas por el virus se reflejan en sintomas
macroscopicos que incluyen manchas rugosas, deformaciones y reduccién del
calibre de los frutos del tomate (Cambrdn-Crisantos et al., 2019; N. M. Salem
et al., 2016). En pimiento, el T. fructirugosum induce clorosis, mosaico, moteado,
reduccion, y deformaciones en las hojas, que incluyen ampulas de color verde
oscuro; en los tallos provoca lesiones necroticas lineales y en los frutos,
maduracién irregular con manchas amarillas irregulares, rugosidad abultada y

textura coriacea (Fidan et al., 2021).

Con respecto a la expresion de sintomas en berenjena, en estudios con un
aislamiento mexicano de T. fructirugosum, las plantulas mostraron una marcada
necrosis sistémica que afectd tanto tallos como hojas (Zamora et al., 2025); sin
embargo, en ensayos realizados en Japdén observaron sintomas leves y

transitorios, es decir, manchas cloréticas tenues y leve ondulacion foliar que
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aparecieron aproximadamente 10 dias después de la inoculacién, pero

desaparecieron progresivamente (Kubota et al., 2023).

Esta sintomatologia se debe a que, en el ciclo de infeccion, el virus se apropia de
la maquinaria celular del hospedante disponiendo de los recursos bioquimicos

que utilizaria para sus procesos metabdlicos.
241 Ciclo de multiplicacién

Los viriones son depositados dentro de la célula por herida mecanica, una vez
dentro, los ribosomas detectan el extremo 5°del genoma que posee un Cap e
inicia la traduccion de los primeros ORFs (1 y 2); esto da origen a las proteinas
replicativas de aproximadamente 126 kDa y 183 kDa, esta ultima generada por
lectura continua del codon de terminacion. Una vez sintetizadas, maduradas y
ensambladas se unen al VRNA y lo trasladan hacia la superficie de las
membranas citoplasmaticas, especialmente a las del reticulo endoplasmico,
donde se forman complejos de replicacion viral; en estos se sintetiza una cadena
complementaria sentido negativo (RNA-: 3" - 57) a través de la RdRp, que sirve
como molde para la replicacion de nuevas cadenas gendmicas positivas (RNA+:
5 -3). A partir de ese paso también se transcriben los RNAs subgendmicos que
permiten la traduccién de la proteina de movimiento (MP) y proteina de capside

(CP), ya que estas no se traducen directamente del vRNA (Figura 3).

Las nuevas cadenas de RNA+ pueden tener tres funciones: servir como mRNA
viral adicional, formar nuevos viriones o integrarse en complejos destinados al
movimiento célula a célula y posteriormente sistema vascular. Durante esta fase
aumenta la acumulacién de MP y CP, mientras los genomas virales contintan

replicandose en las células inicialmente infectadas.
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Figura 3. Ciclo de infeccion de tobamovirus en una célula vegetal. Adaptado de The American
Phytopathological Society (APS) (Scholthof, 2005) y generado mediante BioRender.com.

2.4.2 Interaccion Tobamovirus-Planta

Efectores virales que inducen la defensa de la planta (MAMP, microbe-

associated molecular patterns) o factores de avirulencia (Avr)

Las plantas han desarrollado receptores proteicos de defensa especificos,
codificados por genes de resistencia (R), que identifican los efectores virales para
activar la respuesta: la subunidad de la replicasa (50 kDa) es reconocida por la
proteina Tm-1 del tomate e inhibe la formacién del complejo de replicacion,
aunque no activa una muerte celular localizada; por su parte, la MP es reconocida

por los receptores de membrana Tm-2 y Tm-22 en el tomate y la CP es reconocida
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por el gen L en el pimiento (Capsicum annuum) y por el gen N en Nicotiana
sylvestris; y ambos efectores disparan la defensa celular. Por otra parte el dsRNA,
fase intermediaria durante la replicacion del genoma viral, es reconocido como
un efector por receptores en la superficie celular (PRRs, cell surface—localized
pattern recognition receptors) y activa la inmunidad por patrones (PTI, por sus
siglas en inglés, pattern-triggered immunity), que induce la activacion de la ruta
metabdlica para la sintesis y deposicidn de calosa en los plasmodesmos para

frenar el avance del virus (Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023).
Respuesta de la planta ante el reconocimiento de efectores

La respuesta de las células ante el reconocimiento de efectores virales es
bioquimica y estructural. La estructural consiste de sintesis de polimeros
insolubles que resultan dificiles de penetrar para el patégeno y pueden ser
depdsitos de calosa, muerte celular localizada, formacion de estromulos en los
cloroplastos, regulacion de plasmodesmos por PDLP5 y agrupamiento
perinuclear de organelos (Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023); la respuesta
principal es el cierre de los plasmodesmos mediante la sintesis y acumulacién de
calosa (1-3-B—glucano); este polisacarido se activa mediante la regulacién
positiva del Acido salicilico (SA) sobre la transcripcion de la enzima calosa sintasa
1 (CalS1) y de la proteina localizada en plasmodesmos PDLP5, las cuales son
responsables de la sintesis de calosa; otra via para su activacion es mediante la
induccién por PTI inducido por dsRNA viral por parte de receptores de la planta
que activan la cascada de sefales para sus sintesis, donde participan proteinas
como BAK1, BIK1 y la proteina de unién a calcio CML41 (Oliver, 2024,
Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023).

Por otro lado, la defensa bioquimica opera mediante moléculas pequefias a
medianas, solubles en agua o en lipidos, o mediante macromoléculas como
proteinas o RNA (Oliver, 2024) que inducen las respuestas de inmunidad de las
plantas a los tobamovirus, incluida la activada por patrones PTI, la activada por

ETI (por sus siglas en inglés, effector-triggered immunity), la via de
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direccionamiento de RNA (RNA-targeting pathway), las fitohormonas, las

especies reactivas de oxigeno (ROS) y la autofagia.

Se ha propuesto a los PTI antivirales como el mecanismo de respuesta mas
importante, porque algunas proteinas virales suprimen las respuestas de PTI
activadas por PAMP (pathogen-associated molecular patterns) y quinasas de tipo
receptor (Fontes etal., 2021). Por ejemplo, la quinasa 1 asociada a
Brassinosteroides (BAK1) y el regulador central de PTI, contribuyen a la defensa
de las plantas contra varios virus de RNA, incluyendo dos tobamovirus, T. tabaci

y Tobamovirus youcai (Youcai mosaic virus) (Zheng et al., 2024).

El silenciamiento génico (SG) es un sistema de inactivacion de genes mediado
por moléculas pequenas de RNA interferentes (iRNA) que guian el corte
endonucleolitico, la degradacion o represion de la traduccion de RNAs
mensajeros, o bloquean la transcripcion (Cuperus et al., 2011; Oliver, 2024). Una
forma de silenciar los genes virales es mediante la incorporacién de secuencias
artificiales de RNA (dsRNA y miRNA) homdlogos a regiones del genoma viral
(Cuperus etal.,, 2011; Garcia-Ruiz etal., 2016). Este sistema ha sido
documentado en diversas especies virales, incluidos los tobamovirus y en
especificos para el T. fructirugosum para silenciar la expresién de la RpRd y para
T. tabaci (capside) (Abel et al., 1986; Weiss et al., 2026).

Las fitohormonas regulan diversas vias del sistema de defensa de las células
vegetales contra tobamovirus; estas incluyen el acido salicilico (SA), el acido
jasmonico (JA), el etileno, el acido abscisico (ABA), las auxinas y los

brasinoesteroides.

El SA disminuye la acumulacién de RNA viral al interrumpir su replicacién en las
células del mesdfilo y dificultar el movimiento del virus de célula a célula; ademas,
activa el silenciamiento del RNA viral disminuyendo la expresion de proteinas
virales (RdRp, MP y CP); es esencial para la inmunidad mediada por el gen N,
ya que su acumulacion temprana previene el escape del virus mediante

respuestas de hipersensibilidad (Zheng et al., 2024). El SA interactua con el ABA
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en la defensa antiviral al aumentar la expresion de los genes RDR1, RDR2 y
RDRG6 (Zheng et al., 2024).

Otras hormonas vegetales tales como el acido jasmonico (JA) y jasmonato de
metilo (MeJA), tienen un importante papel en la defensa contra el T. tabaci, al
inducir la SAR (por sus siglas en inglés, systemic acquired resistance) aunque se
han documentado que facilitan el movimiento sistémico de este virus. Por otro
lado, la fitohormona etileno participa en la defensa mediante la induccion de
genes contra el Tobamovirus viridimaculae (CGMMYV, acrénimo por sus siglas en
inglés, Cucumber green mottle mosaic virus) al inducir la expresion del gen
AGOS. Ademas, puede regular la respuesta hipersensible al actuar como un
regulador negativo de la respuesta hipersensible mediada por el gen N inducida
por el T. tabaci (Zheng et al., 2024).

Por otro lado, las auxinas pueden ser manipuladas por los virus para favorecer
su infeccion, al reprogramar la respuesta cuando interactuan con las proteinas
Aux/IAA (como IAA26), interrumpiendo su funcion nuclear para mejorar la carga

del virus en el floema y agravar los sintomas sistémicos (Zheng et al., 2024).

Los brasinoesteroides estan ligados a PTI, por ejemplo BAK1, un regulador
central de la sefalizacién de brasinoesteroides, contribuye a la defensa basal

contra varios virus de RNA, incluyendo tobamovirus (Zheng et al., 2024)

Las ROS actuan generalmente como reguladores positivos de la defensa
antiviral, participando en la sefalizacion local y sistémica. Tras la infeccion, las
plantas producen ROS rapidamente mediante la activacion de proteinas RBOH
(respiratory burst oxidase homolog). En plantas que poseen el gen de resistencia
N este sintesis de intermediarios de oxigeno ocurre de forma casi inmediata tras
la infeccidn por el T. tabaci. Participan en la induccidn proteinas virales (CP) que
pueden disparar un brote oxidativo; regulan el factor de transcripcion AL7 que se
asocia con la proteina N para inhibir los genes encargados de eliminar las ROS,
lo que promueve su acumulacién y fortalece la respuesta inmune. Por el contrario,

la planta también posee genes de eliminacion de ROS (como CSD2y APX1) que
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el virus puede intentar aprovechar; se ha observado que silenciar genes como
GMP1 eleva los niveles de ROS y reduce la acumulacion de T. tabaci (Zheng
et al., 2024).

La autofagia es un proceso celular conservado que degrada materiales
citoplasmaticos y los integra a la vacuola, y funciona como un mecanismo antiviral
directo. Este proceso, caracterizado en tobamovirus como el T. tabaci o el virus
del Tobamovirus capsici (Pepper mild mottle tobamovirus), involucra la expresion
de genes relacionados con la autofagia (ATGs). Por otro lado, puede tener un
efecto defensivo al interrumpir este proceso (mediante inhibidores o el
silenciamiento de genes ATG) y provocar un incremento de la acumulacién de
RNA viral y en sintomas sistémicos mas graves. Este mecanismo esta
relacionado con la muerte celular al promover la respuesta hipersensible (HR)
mediada por el gen N. Ademas, el inhibidor Bax-1 regula positivamente la
autofagia activada por el gen N, lo que a su vez regula negativamente la muerte

celular para controlar la infeccion (Zheng et al., 2024).
Respuesta del virus ante la defensa de la planta

Los virus de plantas han desarrollado diversas estrategias para responder a las
defensas del hospedante, asegurar su infeccion y diseminacion. Para
contrarrestar el sistema de defensa basado en iRNA, casi todos los virus han
adaptado proteinas especificas para evadir su silenciamiento génico (VSRs, por
sus siglas en inglés, viral suppressors of RNA silencing)(RdRp), lo que les permite
interferir con esta via y establecerse eficazmente en la planta. La subunidad de
126 kDa secuestra los iIRNA, reduce y debilita los complejos proteicos
involucrados en el SG. Por otra parte, la MP favorece la sefalizacion del SG al
permitir el trafico ambisentido por los plasmodesmos de los iRNA, lo cual modula
la supresion del SG sistémico para evitar la muerte de la planta, debido a que los
virus son parasitos obligados; de la misma forma, la CP estabiliza vRNA al
encapsidarlo y asi evitar el gasto excesivo de iRNA (Spiegelman & Dinesh-Kumar,
2023).
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Por otro lado, debido a sus grandes concentraciones y ciclos cortos de replicacion
de los genomas virales, presentan altas tasas de mutacion generando variantes
que pueden dejar de ser reconocidas por los genes de resistencia (R) en la célula
hospedante, lo que conduce a la ruptura de la resistencia. Y ademas, reduce la
aptitud del virus para competir con otras variantes y especies (Spiegelman &
Dinesh-Kumar, 2023). A esto se suma su capacidad de recombinacion genética,
proceso por el cual pueden intercambiar material genético con otros virus y asi
adquirir nuevas caracteristicas dentro de las que destacan su comportamiento de
virulencia y rango de hospedantes al adaptarse a nuevas especies vegetales
(Sztuba-Solinska et al., 2011); por ejemplo, T. fructirugosum con el gen Tm22 del
tomate (N. M. Salem et al., 2016).

En resumen, estos virus apropian la maquinaria celular del hospedante para su
beneficio, utilizando procesos normales como la replicacion y transcripcion de los
acidos nucleicos, la sintesis de proteinas y el transporte a través de
plasmodesmos para moverse entre células; sin embargo, deben de tener
aptitudes que les permitan responder ante la defensa de la células hospedera y
evadir las barreras fisicas iniciales y bioquimicas para establecer infecciones
sistémicas (Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023). Lo anterior lo logran a pesar de

la simpleza de su estructura.
25 ESTRUCTURA DEL VIRUS

La forma de las nucleoproteinas de los tobamovirus son varillas rigidas
desnudas, formadas por capsdémeros dispuestos de manera helicoidal (Klug,
1999) que le confieren una alta estabilidad al acido nucleico ante las condiciones
fisico-quimicas y ambientales (Hull, 2013; ICTV, 2024a; Melcher et al., 2021). Los
viriones tienen un diametro de 18 nm y una longitud predominante de 300-310
nm (Figura 4). Las particulas virales mas cortas son producidas por la
encapsidacion de los RNA subgenémicos (sgRNA) y suelen ser una proporcion
menor del total de las particulas, aunque algunas especies del género forman

abundantes fragmentos virales de 32-34 nm (ICTV, 2024a). Los viriones suelen
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formar grandes cuerpos de inclusién cristalinas visibles al microscopio 6ptico
(Christie & Edwardson, 1977).

Figura 4. Particulas de Tobamovirus. (Izquierda) Modelo de la particula del Tobamovirus
tabaci (TMV). (Derecha) Micrografia electronica de la particula de T. tabaci tefiida con contraste
negativo con acetato de uranilo. La barra representa 100 nm (ICTV, 2024).

2.5.1 Genomay mapa genético

La estructura del genoma de T. fructirugosum (Figura 5) ha sido descrita a partir
de secuencias completas procedentes de Jordania, Israel, Italia y Estados Unidos
(Ling et al., 2019; Luria et al., 2017; Panno et al., 2019; N. M. Salem et al., 2016).
Con lo cual se ha concluido que el genoma de T. fructirugosum, al igual que otros
tobamovirus es de RNA monocatenario de polaridad positiva (ssRNA+) (Hull,
2013; Ishibashi & Ishikawa, 2016). La longitud total va desde los 6,3 a 6,4 kb,

siendo similar al resto de los virus del género.
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Figura 5. Representacion esquematica de la organizacion del genoma de virus del género
Tobamovirus (S. Zhang et al., 2022).

La estructura gendmica de los tobamovirus posee en el extremo 5 una estructura
7-metilguanosina cap, un elemento omega de aproximadamente 70 nts de
longitud que contiene muchas repeticiones citosinas-adeninas (CAA) y pocos o
ninguna guanina (G); seguido de cuatro ORF’s: dos continuos (ORF1 y ORF2),
uno traslapado (ORF3) y uno discontinuo (ORF4) separado por una Non
Translated Region (NTR) de tres nucledtidos y en la regidon 3' un NTR de entre
0,2 y 0,4 kb que contiene secuencias que pueden plegarse en pseudonudos,
seguidas de secuencias terminales 3' que pueden plegarse en una estructura
similar a un RNAt receptora de aminoacidos (tRNAlike). Los VRNA subgendmicos
transcritos en células infectadas también tienen una cap 5'-terminal y una
estructura similar al tRNA en 3' (ICTV, 2024a).
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Estructura 7-metilguanosina cap

La estructura 7-metilguanosina (7mG5’pppG) es una modificacion quimica

especializada que se encuentra tipicamente en RNA mensajeros eucarioticos y

que juega un papel fundamental en la regulacién de la expresidn génica

(Topisirovic et al., 2011). Esta estructura consiste en una guanosina unida al

primer nucleétido del genoma viral a través de un enlace trifosfato inusual (5'-

ppp), con una metilacion en la posicion N-7 de la base de guanina y

frecuentemente con una metilacién adicional en la posicion 2'-OH de la ribosa del

primer nucleétido codificante (Cowling, 2010; Furuichi, 2015) (Ferron et al., 2012;
Ishikawa & Okada, 2004; Kawamura-Nagaya et al., 2014) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura del 7TmG5‘'pppG del RNA viral
(vVRNA). 7-metilguanosina, mostrada en color naranja, y el extremo 5' del vRNA mostrado en

color azul. Adaptado de Ferron et al. (2012).
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Funcionalmente, el cap 7TmG5'pppG desempena diversos papeles en el ciclo del
virus: (1) facilita el reconocimiento del ribosoma y la iniciacién de la sintesis de la
replicasa codificada en ORF1 (Christensen et al., 2009; Topisirovic et al., 2011),
(2) protege el genoma viral de la degradacion por exonucleasas celulares
(Decroly et al., 2012), y (3) participa en el proceso de union del virién a la red de
citoesqueleto de actina (microfilamentos) durante las etapas tempranas de la

infeccion (Christensen et al., 2009).
Elemento omega

El elemento omega (Q) es una secuencia reguladora de aproximadamente 67—
76 nucledtidos localizada en la regidn 5' no traducida (5" UTR) del genoma de los
tobamovirus, precediendo inmediatamente al ORF1 (Kawamura-Nagaya et al.,
2014). Esta regién fue ampliamente descrita, en el T. tabaci, debido a su papel
fundamental en el inicio del ciclo replicativo del genoma viral. A pesar de su
tamano relativamente pequefio, representa uno de los reguladores mas
estudiados en virologia vegetal debido a su capacidad bifuncional para coordinar

tanto la traduccion como la replicacion del genoma (Gallie, 2002).

Esta region deficiente de guaninas y rica en adeninas y citosinas le permite la
interaccién especifica con componentes de la maquinaria traduccional del
hospedante, particularmente con el factor de iniciacion eucaridtico 4F (elF4F),
promoviendo un reclutamiento eficiente de los ribosomas incluso en condiciones
donde la traducciéon cap-dependiente estd comprometida. Esta propiedad
convierte al elemento Q en un potente promotor de la traduccién, permitiendo la
sintesis masiva de replicasas codificadas en los ORF’s 1 y 2 durante las etapas
tempranas de la infeccién (Gallie, 2002; Kawamura-Nagaya et al., 2014). A la par,
el elemento Q desempena una funcion critica en la replicacién del genoma viral
al actuar unicamente sobre la misma molécula de vRNA en la que se encuentra,
y no sobre otros RNA presentes en la célula; siendo un sitio de reconocimiento
para la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp). Durante la traduccién de
la proteina de 126 kDa, la proteina naciente se une al elemento Q del mismo RNA

gendmico del cual esta siendo sintetizada, estableciendo un complejo
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ribonucleoprotéico que posteriormente dirige la sintesis de la hebra negativa del
genoma. Esta union asegura que cada molécula de RNA recién sintetizada sea
inmediatamente marcada para la replicacion, evitando su degradacién por
nucleasas. La alta conservacion del elemento Q entre diferentes especies de
tobamovirus subraya su importancia evolutiva como elemento dual indispensable
para el establecimiento y mantenimiento de la infeccion viral (Liu & Nelson, 2013).
Aunque la secuencia exacta varia entre las distintas especies del género
comparten secuencias nucleotidos CAA, mostrando diferencias en el orden y la
cantidad de estas repeticiones de estos patrones (Figura 7) (Kawamura-Nagaya
et al., 2014).
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Figura 7. Comparacion de elemento o de T. fructirugosum y T. tabaci. (a) Localizacién y
secuencia de elemento Q de T. fructirugosum. (b) Localizacién y secuencia de elemento Q de

T. tabaci. (c) Alineacién de ambas secuencias. Esquemas generados para este estudio mediante
Benchling.

Open Reading Frame 1

El ORF1 es el primer marco de lectura abierto del genoma de T. fructirugosum 'y
se localiza después del elemento omega, iniciando en la posicion 77 del genoma
y terminando en la posicion 3,427. Este ORF es el mas extenso del genoma viral
y codifica una proteina de 126 kDa involucrada en la replicacion con dos dominios

funcionales: metiltransferasa y helicasa (Van Damme et al., 2023; S. Zhang et al.,
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2022a). Estudios recientes han sefialado que este dominio presenta cierta
variabilidad genética (Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025). Estas variaciones podrian
influir en la eficiencia del proceso de capping y la estabilidad del RNA (Ishibashi
& Ishikawa, 2016), lo que sugiere un papel importante en la adaptacién del virus
a diferentes hospederos o condiciones ambientales (Gomaa & Garcia-Ruiz,
2025).

Open Reading Frame 2

En los tobamovirus, el ORF2 inicia en la posicidon 3,428 y termina en la posicion
4,924 y codifica para la RdRp de 57 kDa; se traduce a partir mediante un
mecanismo de lectura continua (readthrough) del codén de terminacién del
ORF1, formando un complejo proteico (metil transferasa-helicasa-RdRp). Este
ORF comparte los ultimos trece nucledtidos con el ORF3 (traslapado con el
ORF2) (ICTV, 2024a; S. Zhang et al., 2022a).

Open Reading Frame 3

Este ORF codifica para la proteina de movimiento (MP)(30 kDa) y esta
enmarcado desde la posicion 4,911 hasta la posicion 5,711; esta traslapado con
el ORF2 (S. Zhang et al., 2022a).

Open Reading Frame 4

Codifica para la proteina de capside (CP)(17.5 kDa) inicia en la posicidén 5,714 y
termina en la posicion 6,193 (S. Zhang et al., 2022b).

NTR

Comprende de la posicidon 6,194 hasta la posicion 6,393; el 3'-NTR contiene
secuencias que pueden plegarse en una estructura similar al tRNA que aceptora
de aminoacidos (S. Zhang et al., 2022b).
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RNA subgenémicos virales

Son RNA virales producto de la transcripcion del genoma viral que sirven para
completar la traduccién de la totalidad de las proteinas. En una primera
transcripcion se sintetiza uno a partir de la posicion 4,911 a la 6,193 que posee
una copia de los ORFs 3 y 4; y en un segundo ciclo de transcripcion se sintetiza
el que va de 5,714 a 6,193, ambos con cap en 5y en 3" un tRNA-like (S. Zhang
et al., 2022a).

2.5.2 Proteinas codificadas en el genoma viral
Dominio metiltransferasa (Mtr)

Esta proteina forma parte de un complejo junto con la helicasa, con un peso
molecular de 126 kDa y esta codificado en el ORF1. La funcion especifica de este
dominio en T. fructirugosum no esta completamente elucidada, mientras que en
otros tobamovirus desempenfia un papel crucial en el ciclo de multiplicacién viral
y su interacciéon con el hospedero (Janet et al., 2025), y cataliza la adicion de la
estructura Cap 5' al RNA viral. Estos procesos son fundamentales para la
estabilidad y la evasion de las respuestas inmunitarias del hospedante. Ademas,
garantiza la compatibilidad con la maquinaria de traduccion del hospedante y
facilita la sintesis eficiente de proteinas virales (Ishibashi & Ishikawa, 2016a;

Rivera-Marquez et al., 2022).
Dominio helicasa (Hel)

La funcion principal del dominio helicasa es facilitar el desenrollamiento de los
complejos formados en el RNA y favorece los procesos de replicacion y
transcripcion viral. Esta actividad es crucial para la eficiente sintesis de nuevas
copias del genoma viral y la transcripcion de RNA mensajeros subgendémicos

para asegurar la completa expresion del genoma viral (ICTV, 2024).
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RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp)

Esta enzima es traducida por los ribosomas mediante la lectura continua del
ORF1 y el ORF2. En este tipo de traduccion, la mayoria de los ribosomas
reconocen el codon de parada al final del ORF1 que codifica para el complejo
proteico de 126 kDa. En una fraccion menor de eventos, dicho codon de
terminaciéon no es reconocido, lo que permite que el ribosoma continue la
traduccion, extendiendo el polipéptido hacia la region correspondiente al ORF2,
donde se localiza el dominio de la RdRp; de este modo, el producto corresponde
es una replicasa funcional de 183 kDa (Ishikawa & Okada, 2004; ViralZone,
2023).

Este complejo proteico es suficiente para sostener la replicacién del genoma viral
en células individuales del hospedante (ICTV, 2024a; Lewandowski & Dawson,
2000). Ademas, participa en la transcripcion de los RNA subgendémicos que
codifican para la MP y la CP, permitiendo la expresion de ORFs aun no traducidos
del genoma viral. De igual forma, esta enzima brinda fidelidad y direccionalidad
al proceso replicativo al interactuar con secuencias estructurales especificas del
genoma viral y con factores del hospedero que modulan la eficiencia de la
replicacion y la transcripcion (Ishibashi & Ishikawa, 2016; Spiegelman & Dinesh-
Kumar, 2023).

Proteina de Movimiento (MP)

Esta proteina facilita el desplazamiento del virus de célula a célula a través de
los plasmodesmos via los desmotubulos (Ershova et al., 2025; Spiegelman &
Dinesh-Kumar, 2023). La alteraciéon en la estructura aminoacidica de esta
proteina puede influir en la gama de hospedantes que el virus puede infectar,
destacandola como un factor determinante en la epidemiologia del virus
(Guenoune-Gelbart et al., 2008; Luria et al., 2017; Zisi et al., 2024).
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Proteina de capside (CP)

Una de las funciones de la proteina de capside es proteger el genoma viral (ICTV,
2024a; Wylie, 2023). La CP también puede interactuar con receptores especificos
de membranas celulares de las células de las plantas para mediar la entrada del
virus. Ademas, ha sido ampliamente estudiada por su capacidad para modular
negativamente la inmunidad mediada por acido salicilico, estabilizando proteinas
DELLA (que también intervienen en la alteracion de las enzimas eliminadoras de
ROS y en la modulacién de multiples vias de sefializacion hormonal, incluidas las
vias de defensa (Grant y Jones, 2009)) y facilitando el movimiento sistémico del
virus a través de los haces vasculares. También se ha observado que puede
interferir con mecanismos como el silenciamiento de vRNA, lo que permite al virus
evadir las defensas de la planta y establecer una infeccion exitosa (Conti et al.,
2016; Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023).

2.5.3 Estabilidad y variabilidad de los ORFs

La estabilidad y variabilidad en las regiones del genoma de los virus tiene impacto
sobre la expresién y la funcionalidad de las proteinas codificadas debido a que
podrian favorecer o atenuar su expresion (Hak et al., 2023). En este contexto, el
ORF en el que se ha evidenciado mayor estabilidad es el que codifica para la
RdRp, ya que este dominio es importante para crear réplicas fieles del genoma
(Alkowni et al., 2019; Rodriguez-Mendoza et al., 2019; Vogler et al., 2007).

En contraste, los ORF’s 1, 3 y 4 que codifican para la Mtr-Hel, MP y CP
respectivamente, muestran una variabilidad nucleotidica en regiones azarosas,
lo que puede estar relacionado con la adaptacion del virus a presiones de
selecciéon impuestas por diferentes hospedantes, ambientes y regiones

geograficas (Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025).
2.6 Relaciones filogenéticas

La palabra filogenia tiene raices griegas: phylon: raza, linaje o tribu y geneia:

génesis. Este término fue acufiado por Haeckel en 1866, y es una rama de la
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biologia evolutiva que tiene como objetivo proporcionar conocimiento sobre la
evolucion de los organismos vivos. Conceptualmente, se basa en la idea
propuesta por Charles Darwin de que el "sistema natural" debe representarse
como un arbol genealdgico que refleje dicha evolucidén. En la actualidad, la
filogenia utiliza mayoritariamente datos moleculares (secuencias de acidos
nucleicos o proteinas) para inferir estas relaciones, permitiendo describir y
predecir vinculos entre organismos mediante modelos matematicos. Las
relaciones filogenéticas se han convertido en uno de los criterios primordiales
para definir y distinguir taxones (como las especies de virus y sus variantes),
considerandolos como grupos monofiléticos cuyas propiedades se distinguen de

otras por multiples criterios (Pagan, 2018).

Estudios con genomas completos han demostrado que T. fructirugosum se
agrupa en clados bien definidos en contraste con otros virus del mismo género
(Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025; Ibanez et al., 2025) y que su diversificacion global
comenzé alrededor de 2014, con Jordania como el origen mas probable (N. M.
Salem et al., 2016). Desde el punto de vista filogenético se ubica en un subclado
que sugiere un proceso de divergencia reciente a partir de dos tobamovirus: T.
tomatotessellati y T. tabaci (Figura 8). (Luria et al.,, 2017; N. M. Salem et al.,
2016). Se ha planteado que la emergencia de T. fructirugosum podria estar
vinculada a eventos de recombinacidén genética entre estos tobamovirus (Luria
etal.,, 2017; N. M. Salem et al., 2016; Z.-Y. Yan et al., 2019), los cuales habrian

contribuido a su capacidad de adaptarse y multiplicarse en variedades
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previamente reportadas como resistentes y facilitar la rapida dispersién por

semilla a nivel global (Ehlers et al., 2023a).
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Figura 8. Reconstruccion filogenética de diferentes tobamovirus inferida a partir de
secuencias de genomas completos (Salem et al., 2016). En cuadro rojo, el aislamiento inicial
de Jordania y después nombrado T. fructirugosum.

Las relaciones filogenéticas intraespecificas de T. fructirugosum estan siendo
exploradas y actualizadas mediante secuencias completas de genomas de
diferentes aislamientos, provenientes de diferentes hospedantes, regiones
geograficas y tiempos; las cuales, estan infiriendo la diversificacion nucleotidica
de los genomas de los diferentes aislamientos con los cuales esta siendo
alimentada la base de datos denominada “Real-time tracking of Tomato brown
rugose fruit virus (ToBRFV) outbreaks using Nextstrain (v5)’(De Koning et al.,
2025). Aunado a lo anterior, la exploracion de la diversidad también ha sido

evidenciada utilizando secuencias parciales del ORF2 (Avila-Alistac et al., 2024).
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2.7 Principales métodos de deteccion
2.7.1 Biolégicos (hospedantes experimentales)

Aunque inicialmente, solo se reporto la infeccion de T. fructirugosum en tomate
(S. Iycopersicum) conforme se disemin6 se fueron reportando nuevos
hospedantes hasta completar 77 (EPPO, 2026; N. M. Salem etal., 2016;
Vasquez Gutiérrez etal., 2025), dentro de los cuales se encuentran las
principales plantas experimentales (Indicadoras y diferenciales); las cuales
funcionan como hospedantes sensibles que expresan sintomas caracteristicos y
distintivos cuando se inoculan con el virus; una representacion grafica se muestra
en la Figura 9 (creada para esta tesis para ejemplificar la respuesta de las plantas
ante la inoculacién de diferentes virus). Una vez inoculadas, estas plantas
desarrollan sintomas locales o sistémicos (lesiones necréticas locales, necrosis,
clorosis, mosaicos, deformaciones, etc.) en un periodo relativamente corto de
tiempo, con lo cual se interpreta como respuesta visual de la planta frente al virus
inoculado sin necesidad de equipamiento sofisticado. Esto permite realizar una
identificacion preliminar, sin embargo, dichos sintomas suelen ser similares a los
provocados por otros miembros del mismo género, lo que puede dificultar una
identificacion precisa sin apoyo de técnicas complementarias. Especialmente
cuando se presenten infecciones virales en donde estén presentes mas de un

género de virus (M. Adams & Antoniw, 2005; Cardenas-Soriano, 1999).
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llustracién: Ruvalcaba-Ramirez, R.

Figura 9. Representacion del diagnéstico de virus fitopatégenos mediante plantas indicadoras.
Creado con BioRender.

Esta forma de identificacion ha sido utilizada para diagnosticar a nivel de género
(M. Adams & Antoniw, 2005) y a nivel de especie para T. tabaci (Cardenas-
Soriano, 1999). A la fecha no se han encontrado reportes de caracterizaciéon
bioldgica tal como lo establecen las autoridades fitosanitarias a nivel mundial
(EPPO, 2022b) para T. fructirugosum.

2.7.2 Métodos seroldégicos: ELISA e ImmunoStrips

Los ensayos por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) funcionan mediante la interaccion
especifica entre anticuerpos y las proteinas virales presentes en el extracto
vegetal. De forma general, los anticuerpos de captura se inmovilizan en una
superficie (placas de microtitulacion de poliestireno). Luego, se anade la muestra:
si el virus esta presente, sus proteinas (antigenos) se unen a esos anticuerpos.

Después se agrega un segundo anticuerpo unido a una enzima vy, finalmente, se

53



incorpora un sustrato que la enzima degrada en una reaccion visible, cuya
intensidad es proporcional al sustrato degradado. Entre mas sustrato degradado,
implica una mayor interaccion antigeno-anticuerpo y, por lo tanto, mayor carga
viral y viceversa (Figura 10), permitiendo la deteccion semicuantitativa del
patdogeno. Los valores semicuantitativos son arrojados por un lector de placas

como densidades 6pticas (Magafa-Alvarez et al., 2021; Venbrux et al., 2023).

x * Sustrato

Anticuerpo

* Proteina objetivo
*
{ Enzima ligada a anticuerpo

't Reaccion enzimatica

Figura 10. Esquema general de un ensayo ELISA. Adaptado de Venbrux et al., 2023.

Los kits comerciales de ELISA para T. fructirugosum, como los desarrollados por
Agdia™ o Bioreba™, han sido validados extensivamente contra diferentes
aislados virales de multiples regiones geograficas (Agdia, 2025; Eads et al.,
2023). Dentro de las limitantes de las pruebas serolégicas es que presentan
reacciones cruzadas con otras especies del mismo género (Agdia, 2025; Eads
et al., 2023). Otras versiones de ELISA son las pruebas rapidas o inmunoensayos
de flujo lateral (ImmunoStrips® y AgriStrip®) que ofrecen resultados rapidos,
aunque con limitaciones con respecto a especificidad y sensibilidad (Agdia, 2025;
Eads et al., 2023).

2.7.3 Detecciéon basada en el genoma

La deteccion basada en los acidos nucleicos virales se ha posicionado como el

estandar de referencia en el diagnostico de plantas enfermas, debido a su alta
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especificidad y sensibilidad en diferentes tipos de tejidos, incluidos las semillas
donde la concentracion viral suele ser extremadamente baja. La deteccion se
fundamenta en la amplificacion de secuencias parciales especificas o la
secuenciacion del genoma completo del virus (ABIOPEP, 2023; CNRF, 2022;
ISHI-Veg, 2019; N. M. Salem et al., 2016; van de Vossenberg et al., 2020). Sin
embargo, los métodos mas utilizados son los basados en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction),
debido a su sensibilidad, accesibilidad, rapidez, costo y confiabilidad. Los
protocolos para realizar estos ensayos, requieren un proceso de extraccion de
RNA optimizado segun el tipo de muestra (tejido foliar, frutos o semillas),
representando un paso sensible para garantizar resultados confiables (CNREF,
2022; ISHI-Veg, 2019); seguido de cualificar la calidad del RNA extraido mediante
parametros como la relacion de absorbancia A260/A280=1.8-2.0 vy
A260/A230=2.0-2.2, ademas de incluir controles con genes enddgenos para
confirmar la ausencia de inhibidores y asi determinar su competencia en ensayos
posteriores como la RT-PCR, entre otros (CNRF, 2022; Zamboni et al., 2008).

RT-PCR convencional

Este método de deteccion se fundamenta en la retrotranscripcion del RNA viral y
la amplificacion de secuencias parciales de genes objetivo mediante PCR
(Sarkes et al., 2020). Los protocolos publicados para T. fructirugosum tienen
como blanco fragmentos conservados del genoma viral tales como la RdRp, MP
y CP (CNRF, 2022; NAPPO, 2023). Este tipo de ensayo se utiliza habitualmente
para el diagnostico mediante la visualizacion de los fragmentos amplificados
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa; sin embargo, cuando se
combina con controles y el analisis de la intensidad de las bandas, la técnica
también puede emplearse para una determinacion semicuantitativa (Antiabong
et al., 2016; Marone et al., 2001). Esta técnica permite la purificacion de los
fragmentos para su posterior secuenciacion y comparacion en bases de datos
tales como NCBI para obtener el porcentaje de identidad al compararla con las

depositadas en la base de datos (Avila-Alistac et al., 2024). Otra variante de esta
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técnica es la RT-gPCR (por sus siglas en inglés, quantitative reverse transcription
PCR) que presenta una alta sensibilidad, especificidad y ademas permite la
cuantificacion relativa y absoluta de la carga viral (ISHI-Veg, 2019; Luigi et al.,
2022; NAPPO, 2023). Una version mas actual que ofrece la cuantificacion
absoluta es la ddPCR (por sus siglas en inglés, digital droplet PCR) (Mazaika &
Homsy, 2014).

Filogenia

La filogenia ha sido contextualizada en tres etapas: fenética, gendmica y
metagendmica. En sus inicios, se basaba en la comparacién de fenotipos y, en
particular, de caracteres morfologicos. Un avance mas se logré con el desarrollo
de técnicas moleculares para la obtencion de secuencias de acidos nucleicos y
el disefio de softwares para analisis de estas (Pagan, 2018). Esta rama de la
biologia que trata del estudio de la evolucion entre organismos (0 genes,
proteinas, virus, etc.) actualmente se ve favorecida con la implementacién de
técnicas como la secuenciacién de proxima generacion (NGS, por sus siglas en
inglés, Next-Generation Sequencing), que ha permitido la caracterizacién del
viroma de especies cuyos hospederos son plantas y otros organismos. A
diferencia de los métodos moleculares convencionales que dependen de
oligonucledtidos disefiados previamente, la secuenciacion masiva permite
obtener informacion genémica completa del patdégeno sin conocimiento previo de
las secuencias presentes en la muestra, facilitando ademas la deteccion de
infecciones mixtas, nuevos hospedantes y la caracterizacion de nuevas variantes
(Nash et al., 2023; Zisi et al., 2025).

En la era de la metagendmica, debido a que muchas veces no se dispone de
informacion bioldgica o ecoldgica sobre los virus descubiertos, mediante NGS, el
ICTV ha aceptado una propuesta para clasificar y definir a nuevas especies con
el uso de andlisis filogenéticos basados unicamente en secuencias gendmicas

completas (Simmonds et al., 2017).

56



En los analisis filogenéticos existen diversas orientaciones para inferir relaciones
evolutivas entre organismos o secuencias. Estos métodos difieren en la manera
en que analizan la informacién contenida en los datos moleculares y en los
supuestos que emplean para reconstruir la historia evolutiva. Dentro de este
contexto, los métodos de inferencia filogenética pueden clasificarse en varias
categorias principales segun su enfoque conceptual y fundamento matematico.
Entre las mas utilizadas se encuentran los métodos basados en distancia, los

basados en caracteres y la inferencia bayesiana (Pagan, 2018).

Los métodos basados en distancia (UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) y Neighbor-Joining (NJ)) estiman la cantidad de cambio o
distancia evolutiva ocurrida entre cada par de taxones; estos constituyen uno de
los enfoques mas antiguos en los analisis filogenéticos. Entre las limitaciones de
estos métodos, se encuentra la suposicion de tasas evolutivas constantes entre
linajes y la incapacidad para reconocer multiples sustituciones en una misma
posicion de la secuencia, lo que puede reducir la precision de la inferencia (Kamer
& Argos, 1984).

Los métodos basados en caracteres (maxima parsimonia (Maximum Parsimony,
MP) y la maxima verosimilitud (Maximum Likelihood, ML)), a diferencia de los
anteriores, se apoyan en la comparacion de caracteres individuales, evitando la
pérdida de informacion asociada con la conversion de los datos en una matriz de
distancias. La parsimonia se fundamenta en el principio de minimizar el nimero
total de cambios evolutivos necesarios para explicar las diferencias observadas
entre las secuencias analizadas. Por otro lado, la maxima verosimilitud
selecciona la topologia del arbol que maximiza la probabilidad de los datos
observados bajo un modelo evolutivo especifico, permitiendo asi realizar
comparaciones cuantitativas entre distintas hipotesis filogenéticas (Hillis et al.,
1994; Swofford & Sullivan, 2009).

La Inferencia Bayesiana se introdujo a inicios del siglo XXI; ésta, utiliza una
funcion de verosimilitud para estimar la probabilidad posterior de los arboles

filogenéticos, combinando probabilidades previas con un modelo de evoluciéon

57



molecular. Entre sus principales ventajas se encuentran la incorporacion explicita
de la incertidumbre en las filogenias, la posibilidad de modelar variaciones de
tasas entre sitios y linajes, y la consideracion de diferentes historias demograficas
dentro del analisis. Ademas, ofrece aplicaciones avanzadas, ya que puede
integrarse con la teoria de la coalescencia para incorporar el tiempo de
divergencia, con modelos de difusion espacial para analizar la distribucion
geografica de los linajes y con la reconstrucciéon de estados ancestrales para
estudiar cambios de hospedante o rasgos biolégicos (Drummond & Rambaut,
2007; Huelsenbeck et al., 2001, 2002).

Particularmente en el estudio de los virus, estos analisis se han vuelto
fundamentales para entender la diversidad nucleotidica y evolucion. Esto permite
conocer, inferir e hipotetizar sobre la identificacidn y clasificacién de la diversidad,
los mecanismos involucrados en la evolucion y la interaccion entre la evolucion,

la epidemiologia y la ecologia de los virus (Pagan, 2018).

El tipo de reconstruccién filogenética mas utilizada en T. fructirugosum ha sido
Maxima Verosimilitud y en menor medida UPGMA y NJ, para explorar diversos
aspectos, tales como identificacion (N. M. Salem et al., 2016), para exploracion
de similitudes y diferencias con otros tobamovirus (Esmaeilzadeh et al., 2023;
Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025) y para evidenciar la evolucién y adaptacion a los
hospedantes (Ghorbani, 2024).

RT-PCR cuantitativa

Esta técnica se ha utilizado para la deteccién de T. fructirugosum, debido a que
presenta una alta sensibilidad, especificidad y ademas permite la cuantificacion
relativa y absoluta de la carga viral (ISHI-Veg, 2019; Luigi et al., 2022; Menzel &
Winter, 2021b; NAPPO, 2023). Esta metodologia emplea fluorocromos que
facilitan el reconocimiento de fragmentos que se amplifican en cada ciclo de PCR;
para esto, se utilizan dos métodos principales: uno de ellos, utiliza sondas
fluorescentes especificas que se hibridan con la secuencia blanco a amplificar y

al ser hidrolizadas durante la amplificacion por la polimerasa liberan el
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fluorocromo, generando una sefial proporcional a la cantidad de producto
amplificado acumulado en cada ciclo (Figura 11) (Domiati-Saad & Scheuermann,
2006). Los estudios de validacion y normalizacion han evidenciado que este tipo
de RT-gPCR ofrece resultados de alta reproducibilidad (ABIOPEP, 2023; CNRF,
2022; NAPPO, 2023). Estudios con diluciones seriadas han demostrado que la
esta técnica puede detectar concentraciones extremadamente bajas del virus,

con limites cercanos a las 10 copias de RNA viral por reaccion (NAPPO, 2023;
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Figura 11. Diagrama del proceso de una ¢gPCR utilizando sondas marcadas con
fluorocromos. Creado con BioRender.

Panno et al., 2019).

Otra variante de la técnica es la que utiliza intercalantes como SYBR Green en
las moléculas de DNA de doble cadena amplificadas y emiten fluorescencia
proporcional a la cantidad de DNA resultante (Figura 12) (Zipper, 2004); para el

diagnostico de este enfoque no se encontrd informacion.
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Figura 12. Diagrama del proceso de una gPCR utilizando intercalantes fluorescentes Creado
con BioRender.

RT-qPCR muiltiplex

El desarrollo de sistemas RT-gPCR multiplex ha permitido la detecciéon
simultanea de diferentes regiones del genoma de T. fructirugosum, aumentando
la eficiencia de las detecciones. Estos protocolos utilizan diferentes pares de
oligonucledtidos y sondas marcadas con fluorocromos especificos, permitiendo

la amplificacion simultdnea de multiples dianas gendmicas (Figura 13) (CNRF,
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Figura 13. Diagrama de la RT-gPCR multiplex para la amplificacion simultanea de dos ORFs de T.
fructirugosum. Creado con BioRender.
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2022; R. Xu et al., 2016; Z. Yan et al., 2021). Un ejemplo destacado es el método
validado por la International Seed Federation (ISF), organizacién que representa
a la industria semillera a nivel mundial y agrupa a la mayor parte del comercio
internacional de semilla (alrededor del 96 %) que propone emplear los
oligonucledtidos CaTa28-Fw/Rv con su sonda marcada con FAM (fluorocromo
verde que emite fluorescencia al ser liberado durante la amplificacion) para el
ORF3 y los oligonucleodtidos CSP1325 Fw/Rv con sonda marcada con HEX
(fluorocromo de emision amarilla al ser liberado durante la amplificacion) para el
ORF4 (ISHI-Veg, 2019). Este protocolo ha sido adaptado por SENASICA e
implementado para el diagnéstico del virus sus laboratorios autorizados (CNRF,
2022).

2.8 EPIDEMIOLOGIA

Tradicionalmente, la dinamica de las enfermedades de plantas se ha
representado con el tetraedro de la enfermedad, que extiende el triangulo clasico
(hospedante—patégeno—ambiente) a un cuarto componente: el tiempo (y en
algunos casos, las actividades humanas) como clave para el desarrollo y la
propagacion de la enfermedad (Figura 14a) (Agrios, 2004). Sin embargo, en una
visidn menos antropocéntrica, se considera a las actividades humanas en el
cultivo como parte del ambiente y situa al tiempo como una dimension mas que
como un punto adicional, lo que da lugar al prisma de la enfermedad. En este
modelo, se enfatiza el desarrollo de la enfermedad a través del tiempo, definiendo
de forma mas precisa el concepto de enfermedad y epidemia (Figura 14b); por
lo tanto, la enfermedad en las plantas puede definirse como “una serie de
respuestas, invisibles y visibles de las células y tejidos vegetales, a un organismo
patdgeno o factor ambiental que provoca cambios adversos en la forma, funcion
o integridad de la planta, lo que conduce al deterioro parcial o la muerte de partes
de la planta o de toda ella”. Los tipos de células y tejidos que se ven afectados
determinan el tipo de funcion fisioldgica que se vera alterada en primer lugar. Por

lo que, al cambio en la intensidad de la enfermedad en una poblacion hospedera
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del patégeno a lo largo del tiempo y el espacio se le denomina epidemia, lo cual

sugiere que las epidemias son dinamicas (Oliver, 2024).

(a) Humanos

Ambiente

llustracién: Ruvalcaba-Ramirez, R.

Figura 14. Diagramas de las interrelaciones entre los factores que intervienen en las
epidemias de enfermedades vegetales. a. Vision tradicional del tetraedro de la enfermedad; b.
visién menos antropocéntrica de la configuracion de una epidemia. Adaptado de Agrios (2004) y
Oliver (2024), respectivamente. Creado con BioRender.

En este contexto, los virus causan enfermedades al utilizar metabolitos celulares
durante su multiplicacién, ocupando espacio en las células y, sobre todo,
alterando procesos celulares como la sintesis acidos nucleicos y de proteinas.
Estos procesos, a su vez, alteran el metabolismo celular y conducen al desarrollo
de afecciones perjudiciales para las funciones y la vida de la célula y, a menudo,
de todo el organismo (Oliver, 2024). Por lo tanto, la epidemia de T. fructirugosum,
podria describirse como la interaccion entre cultivares susceptibles, inéculo viral
y condiciones de manejo/ambiente, que coinciden a lo largo de ciclos sucesivos

de cultivo y regiones productoras.
2.8.1 Patégeno
Inéculo viral

Desde el punto de vista infectivo, para una infeccion efectiva por T. fructirugosum
requiere la transmision mecanica de un virion o un genoma vRNA funcional,
capaz de producir la proteina de replicasa; a ello se suma una proteina de

movimiento operativa y una proteina de capside estructuralmente competente
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(Hak et al., 2023; Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023). En este aspecto, estudios
previos realizando diluciones seriadas T. tabaci han mostrado que, para que se
observe una lesion local en Nicotiana glutinosa, se requiere alrededor de
setecientos cuarenta y siete millones de viriones por mililitro de particulas
infectivas, lo que resalta la alta carga viral necesaria para poder manifestar
lesiones visibles a nivel de tejido (Nourinejhad-Zarghani etal., 2024). No
obstante, incluso cargas virales elevadas solo resultan en infeccion cuando
encuentran hospederos susceptibles, de modo que estas propiedades del virus
deben considerarse junto con los rasgos genéticos y fisioldgicos de la planta para

permitir la infectividad de T. fructirugosum.
Alteraciones en el metabolismo celular del hospedero

Ante una infeccidn viral (Virgaviridae: Tobravirus: T. tabaci) en plantas, diversas
rutas metabdlicas se ven afectadas, tales como sintesis de proteinas, sintesis
RNA 'y se incrementan los metabolitos involucrados en el estrés, el metabolismo
secundario, de lipidos, la division celular, fotosintesis, regulacion del sistema
Redox, sintesis del tetrapirrol, entre otros (Fernandez-Calvino et al., 2014). Otro
género de esta familia es Tobamovirus y la especie mas ampliamente estudiada
es T. tabaci, en la cual se ha demostrado que durante la infeccién la planta hubo
un incremento en los niveles de azucares y acidos organicos asociados al ciclo
del &cido tricarboxilico (Bazzini et al., 2011). En otro estudio se determin6 que en
infecciones de T. tomatotessellati en tomate, se detectd la influencia del virus
sobre 32 metabolitos, incluyendo aminoacidos y acidos organicos, azucares,
fenilpropanoides y flavonoides (Lopez-Gresa et al., 2012), sin embargo, para T.

fructirugosum, no se encontro6 el efecto.

Dentro de los metabolitos influenciados por la infeccién de los tobamovirus, se
encuentran los involucrados en la reaccion de hipersensibilidad que limitan la
diseminacion tisular del virus, sin embargo, se ha evidenciado que el T
fructirugosum posee la capacidad de evadir esta respuesta (Tianyuan et al.,
2017).
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Evasidn de la resistencia mediada por Tm-22

La resistencia proporcionada por el gen Tm-22 se basa en una proteina de tipo
NLR (por sus siglas en inglés, Nucleotide-binding Leucine-rich Repeat) que
posee un receptor que reconoce la MP del virus y desencadena una respuesta
de hipersensibilidad (Tianyuan et al., 2017). Originalmente, en la posicién C68 de
la MP de los tobamovirus se hallaba una cisteina indispensable (Zhi-Yong Yan
etal.,, 2021). El hospedante identificaba esta cisteina, lo que activaba la
resistencia y causaba una reaccion de hipersensibilidad (Pelham, 1966; Tianyuan
et al., 2017; Weber & Pfitzner, 1998). Esta aparente estabilidad, de mas de 60
anos, en este aminoacido se originaba porque cualquier variacion inhabilitaba la
interaccion de la MP en los plasmodesmos vy, por ende, el movimiento del RNA
viral de una célula a otra. No obstante, T. fructirugosum reemplazo esta posicion
funcional en la estructura tridimensional de la proteina (H67) por una histidina
(Figura 15) y logré eludir la respuesta en cadena de Tm-22 (Hak et al., 2023;
Rivera-Marquez et al., 2022; Topcu et al., 2025; Zhi-Yong Yan et al., 2021)

(a) C68

v
ObPV  VDLLKGVKLVKNGYVCLVGLVVSGEWNLPDNCRGGVSICLIDKRMQRHNEATLGSYTTKA
PaMMV VDLLKGVKLIKNGYVCLVGLVVSGEWNLPDNCRGGVSVCLIDKRMQRHNEATLGSYTAKA

BrMMYV VDLLKGVKLVNNGYVCLVGLVVSGEWNLPDNCKGGVSVCLVDKRMKRANEATLGSYHSRA
TMGMV VDL LKGVKLVKNGYVCLAGLVVSGEWNLPDNCRGGVSVCIVDKRMKRSNEATLGAYHAPA
PMMoV VNLLKGVKLVKDGYVCLAGLVVSGEWNLPDNCRGGVSVCLVDKRMQRDDEATLGSYRTSA
BPMoV VDLLKGVKLIEGGYICLAGLVVTGEWNLPDNCTGGVSVCLVDKRMERASEATLGSYYTGA
ReMV VNLLKGVKLIENGYVCLAGLVVTGEWNLPDNCRGGVSVCLVDKRMERADEATLASYYTAA
T™MV V KGVKLIDSGYVCLAGLVVTGEWNLPDNCRGGVSVCLVDKRMERADEATLGSYYTAA
ToBRFV VHNLLEKGVKL 1D<<.I;Y\.D AGLVVTGEWNLPDNCRGGVSVCLVDKRMERADEATLASYYTAA
™V VNLLKGVKLIEGGYVCLVGLVVSGEWNLPDNCRGGVSVCMVDKRMERADEATLGSYYTAA
ToMMV VNLLKGVKLIDGGYVCLAGLVVSGEWNLPDNCRGGVSICLVDKRMQRADEATLGSYYTGA

Figura 15. Conservacion del residuo C68 en secuencia y estructura de la proteina de
movimiento. (a) Alineacidon de secuencias parciales de proteinas de movimiento (MP) de
tobamovirus que infectan solanaceas, mostrando la conservacion del residuo C68; (b y c)
Modelos tridimensionales predichos por AlphaFold de la MP de TMV (b) y de T. fructirugosum
(c), en los que se indica la posicidn estructural del residuo C68 (Hak et al., 2023).
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2.8.2 Hospedante

T. fructirugosum afecta principalmente a especies de solanaceas cultivadas.
Dentro de estas especies, las variedades comerciales suelen compartir origenes
genéticos similares lo que genera grandes superficies de plantas altamente
susceptibles (Luria et al., 2017). Ademas, la disposicion de la fuente de in6culo
se ve favorecida por la presencia de malezas de la esta familia y otras especies
hospedantes alternativas que actuan como reservorios en los margenes de los
cultivos, permitiendo la disponibilidad virus entre ciclos de produccién (N. Salem
et al., 2022; S. Zhang et al., 2022a).

La etapa de desarrollo de la planta condiciona la eficiencia de la infeccion.
Aunque el virus puede establecerse mientras la planta se mantenga viva, la
transmision y el establecimiento de infecciones sistémicas se facilitan cuando el
contacto con el inoculo viral ocurre en etapas tempranas de crecimiento,
particularmente en plantulas y plantas jovenes, cuyos tejidos meristematicos y
hojas en expansion son mas susceptibles, por la alta division celular y la
disposicion de los metabolitos que permiten la multiplicacion, establecimiento,
movimiento y la invasion del virus al sistema vegetal (Skelton, Gemert, et al.,
2023). Una vez que la planta ha sido invadida, las particulas virales se acumulan
en grandes cantidades en los frutos, particularmente en frutos carnosos, lo que

promueve su adsorcion en la superficie de la semilla (Sastry, 2013).
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En T fructirugosum, se ha establecido que su ubicacion en la semilla de tomate
es exclusivamente externa (Figura 16), lo cual se demostré utilizando
anticuerpos especificos marcados con fluorecencia y que la tasa de transmision
desde la semilla hasta la plantula es baja (0.08%) a pesar de que la
contaminacion en semillas es del 100% (N. M. Salem et al., 2022). Una vez
establecida la infeccion primaria, las particulas virales se propagan de manera

mecanica en campo o en el invernadero (Levitzky et al., 2019).

Figura 16. Localizacion del T. fructirugosum en semillas demostrada mediante
inmunofluorescencia. A: semilla de tomate sana; B: semilla de tomate contaminada; es:
endospermo; h: tricoma; t: testa. (N. M. Salem et al., 2022).

Dado que no se conocen vectores naturales (pero si transmisores que acarrean
los viriones) para los tobamovirus (M. J. Adams et al., 2016), las semillas son un
medio sumamente eficaz para la infeccion primaria, dado que facilitan una
manera eficaz el establecimiento de la enfermedad desde las fases iniciales a

través de las plantulas (N. M. Salem et al., 2022).
2.8.3 Ambiente
Temperatura

La temperatura representa uno de los factores ambientales mas criticos en la
dinamica epidemiolégica del T. fructirugosum, influyendo tanto en la estabilidad
estructural del virus como en su capacidad multiplicativa. Aunque en este virus
aun no se han determinado esos factores, investigaciones con T. mititessellati

(anteriormente conocido como Tobacco mild green mosaic virus) variante U2
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(TMGMV-U2) revelaron que la respuesta de hipersensibilidad se atenua o
desaparece en plantas cultivadas a 32°C constantes (Muroga et al., 2007). Para
el caso de T tabaci, la elevacién de la temperatura por encima de 28 °C en
plantas de tabaco con el gen N infectadas resulta en la supresion de la respuesta

hipersensible y la pérdida de resistencia al virus (Kiraly et al., 2008).
Luz solar

La luz solar es la radiacion electromagnética emitida por el sol que llega a la
Tierra; compuesta principalmente radiacion ultravioleta, luz visible y radiacion
infrarroja y es la principal fuente de energia para los ecosistemas terrestres y es
fundamental para procesos como la fotosintesis, la regulacion térmica del planeta

y los ritmos biolégicos de plantas y animales (Monteith & Unsworth, 2013).

La radiacion de la luz puede medirse a partir de diferentes enfoques: la PAR (del
inglés Photosynthetically Active Radiation) es la porcion del espectro
electromagnético (400 y 700 nanémetros) que las plantas pueden utilizar para la
fotosintesis (McCree, 1971); la PPFD (del inglés Photosynthetic Photon Flux
Density) es la métrica mas usada para cuantificar la PAR en un punto especifico
(umol/m?/s, micromoles de fotones por metro cuadrado por segundo) (Ke et al.,
2023). ElI PPF (Photosynthetic Photon Flux) mide la cantidad total de fotones PAR
emitidos por una fuente luminosa por segundo, expresada en ymol/s; y la DLI
(Daily Light Integral) integra la PPFD a lo largo de un periodo de 24 horas y se

expresa en mol/m?#dia (Elkins & Van lersel, 2020).

Los requerimientos de PPFD varian considerablemente entre cultivos y la etapa
de desarrollo. En especifico, para tomate, las plantulas funcionan éptimamente
entre 200—400 pmol/m?s, la fase vegetativa requiere 300-500 pmol/m?s, y la
etapa de floracion-fructificacion demanda entre 500-1,000 pmol/m?/s, aunque
este valor se modifica por factores como la concentracion de CO, y la calidad
espectral de la luz (Huber et al., 2021). Por lo que, la deficiencia de luz y por lo
tanto la poca actividad de los fotosistemas incrementan la susceptibilidad de la
plantas a diferentes patdgenos; por ejemplo, en N. benthamiana al Potyvirus
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rapae (Turnip mosaic virus, TuMV) (Manfre et al., 2011); del mismo modo, la tasa
de multiplicacion de T. tabaci en protoplastos de tabaco bajo condiciones de luz
fue varias veces mayor que en oscuridad (Kano, 1985); para el caso de T.

fructirugosum no se encontr6 informacion al respecto.
Humedad relativa

La humedad relativa es la expresion porcentual de la cantidad de vapor de agua
presente en el aire con respecto a la maxima posible para unas condiciones
dadas de presion y temperatura (ASALE & RAE, s/f). En este contexto, esta
humedad influye en la turgencia celular de los tejidos vegetales y en su respuesta
ante la infeccién viral, debido a que una alta cantidad de agua en la célula
infectada afecta el movimiento célula a célula y a través del sistema vascular y

viceversa cuando hay poca agua disponible (P. Xu et al., 2008).

Lo anterior se demostro al inocular diversas especies vegetales con cuatro virus
de RNA: Bromovirus BMV (Brome mosaic virus, BMV), Cucumovirus CMV
(Cucumber mosaic virus, CMV), Tobamovirus tabaci y Tobravirus tabaci,
sometidas a estrés mediante la suspension del riego. Los resultados demostraron
que la infeccion viral retrasé la aparicion de los sintomas de sequia (P. Xu et al.,
2008). Lo anterior puede ser explicado debido a que las hojas de plantas
infectadas presentan una reduccién en el indice estomatico, representando una
menor transpiracion y demostrando la importancia del contenido de agua celular
para la multiplicacion y diseminacioén viral (Murray et al., 2016). Con respecto a

T. fructirugosum no se encontré informacion.
Practicas antropocéntricas que favorecen el desarrollo de la epidemia

El T. fructirugosum al igual que otros tobamovirus posee una alta estabilidad a
condiciones ambientales extremas, tales como temperaturas bajo congelacién
(Castello etal., 1999), hasta ebullicibn por 20 minutos (Ruvalcaba-Ramirez,
datos no publicados, 2024). Se ha demostrado que puede permanecer hasta 180

dias en diferentes tipos de superficies estructurales de cultivos bajo proteccion
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expuestas a condiciones ambientales (Skelton, Frew, etal., 2023) y aguas
residuales (Rosario et al., 2009). Lo anterior indica la importancia de las practicas
de manejo del cultivo para prevenir la transmision y establecimiento del T.
fructirugosum. La transmision de este virus es por dafios mecanicos a la
superficie de cualquier 6rgano de la planta, ya sea por actividades de manejo
inadvertidas, por fauna silvestre y doméstica, el roce de hojas por el viento,
insectos masticadores ocasionados por sus piezas bucales (Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepiddptera: Gelechiidae)) o por polinizadores (Bombus terrestris L.)
que podrian arrastrar el polen contaminado o al realizar dafios mecanicos cuando
se posan sobre las plantas y producen vibracion mediante las alas y semilla
contaminada con restos de pulpa (Chanda, Shamimuzzaman, et al., 2021a;
Garcia-Estrada et al., 2022; Levitzky et al., 2019).

Tomando en cuenta lo anterior, el historial del suelo, lavado de superficies,
semilla certificada, establecimiento de semilleros, densidad de poblacién,
injertos, sanitizacion de manos, las labores trasplante, poda, entutorado, manejo
de polinizadores, deshoje, cosecha, apero de cosecha, ropa, calzado, y
disposicion de residuos representan oportunidades para la transmisidon mecanica
del virus, debido a que pueden contaminarse con savia de plantas infectadas y
transferir el virus a plantas sanas (Boben et al., 2007; Garcia-Ordonez & Pagan,
2024; Luria et al., 2017; Mehle et al., 2023; Skelton, Frew, et al., 2023).

2.9 Manejo
2.9.1 Prevencion

Dentro del manejo integrado de T. fructirugosum, el uso de material vegetal
propagativo (semilla botanica, plantula y esquejes sin raiz) con evidencia de
pruebas negativas constituye uno de los pilares fundamentales para la
prevencion y contencién de la enfermedad. Este enfoque se sustenta en un

principio epidemioldgico basico: impedir la introduccion del inéculo primario al
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sistema de produccion. En el caso de T. fructirugosum, es altamente estable, lo
cual le permite persistir en superficies inertes, donde la contaminacién puede
darse facilmente por dafios mecanicos y contaminar las plantas durante la
manipulacion, por lo que la introduccion de material infectado constituye el punto
de partida de brotes muy dificiles de erradicar una vez establecidos (Skelton,
Frew, et al., 2023).

Aunque la transmision por semilla en tobamovirus se presenta en bajos
porcentajes, el riesgo es significativo a escala comercial, ya que un lote con
incidencia minima puede originar multiples focos en vivero, los que
posteriormente se dispersan durante el trasplante, las labores culturales y las
practicas rutinarias de manejo (Ehlers et al., 2023b). En sistemas intensivos,
particularmente en invernadero, donde la densidad de plantas es alta y el
contacto humano es constante, la diseminacion mecanica puede ocurrir con gran
rapidez. En consecuencia, el manejo de T. fructirugosum debe iniciarse en la
seleccién del material inicial, y no limitarse solamente a las actividades en campo.
La produccién y adquisicion de semillas certificadas y plantulas provenientes de
viveros bajo protocolos estrictos de bioseguridad reduce de manera significativa
la probabilidad de introducir el virus al sistema productivo. Dado que actualmente
no existen tratamientos curativos efectivos para plantas infectadas por este virus,
la prevencion mediante material inicial libre del patdégeno es sustancialmente mas
eficiente y econdmicamente viable, que intentar erradicarlo una vez establecido
(S. Zhang et al., 2022b).

La importancia del uso de semilla y plantulas sanas es, por lo tanto, fitosanitaria
y econdmica. En este escenario, el costo de implementar pruebas diagndsticas
previas a la siembra es considerablemente menor que el costo asociado a las
pérdidas de una infeccion establecida, por lo que la verificacidén sistematica de
material inicial debe considerarse una inversion estratégica dentro del manejo
integrado del cultivo (N. M. Salem et al., 2022; S. Zhang et al., 2022b).
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A nivel internacional, diversas organizaciones han subrayado el papel critico del
material vegetal propagativo en la epidemiologia de T. fructirugosum. La North
American Plant Protection Organization (NAPPO, por sus siglas en inglés)
(NAPPO, 2023) y en paralelo la European and Mediterranean Plant Protection
Organization (EPPO, por sus siglas en inglés) (EPPO, 2022a) han desarrollado
protocolos y estandares armonizados para el muestreo y diagnostico de semillas
de tomate y pimiento, con énfasis en el uso de ensayos de RT-gPCR que
permitan asegurar la sanidad en lotes candidatos a movilizar. Por ejemplo, el
USDA-APHIS (por sus siglas en inglés, United States Department of Agriculture
- Animal and Plant Health Inspection Service) (USDA, 2020) ha emitido érdenes
federales que exigen certificaciones fitosanitarias con dictdmenes negativos para
T. fructirugosum en envios de semillas y plantas para plantacion; de manera
similar México, a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) ha establecido protocolos especificos de
diagndstico en material vegetal propagativo candidato a ingresar al pais mediante

cuarentenas exteriores (CNRF, 2022).
2.9.2 Control legal

El T. fructirugosum en México, posterior a su deteccion SENASICA lo clasificd
como Plaga No Cuarentenaria Reglamentada (PNCR), a pesar de su potencial
para ocasionar pérdidas econdmicas en cultivos de solanaceas (Garcia-Romero
& Bocanegra-Flores, 2018). Con base en esta clasificacion, el virus Tomato brown
rugose fruit virus (TOBRFV) fue incorporado a las hojas de requisitos fitosanitarios
para la importacién de material vegetal propagativo de algunas solanaceas, y se
estandarizé un protocolo oficial de diagnostico aplicado a sus laboratorios
autorizados que realizan diagnostico fitosanitario a muestras tanto de follaje
como de semilla botanica (CNRF, 2022; SENASICA, 2019); de pimiento
(Capsicum spp.): semilla, esquejes sin raiz, plantas y plantulas; de tomate (S.
lycopersicum): semillas, plantulas y plantas; y semilla de berenjena (S.
melongena) (SENASICA, s/f); de esta manera, aunque el virus no se encuentra

bajo un esquema de erradicacién nacional, el comercio internacional de material
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vegetal propagativo esta sujeto a regulacion oficial. La produccién y uso de
semillas provenientes de variedades resistentes o tolerantes se ha convertido en

una estrategia complementaria de gran importancia.
2.9.3 Control genético

El empleo de variedades mejoradas ha sido ampliamente utilizado para generar
lineas comerciales de tomate con diferente comportamiento ante el virus que van
de la resistencia intermedia a la alta. El uso de variedades resistentes constituye
un componente clave dentro del manejo integrado del cultivo de tomate; debido
a que actualmente no existe una resistencia absoluta, la resistencia (tolerancia)
genética no debe considerarse como la unica estrategia de manejo; sin embargo,
aporta una barrera biolégica adicional que limita el establecimiento del virus y
modula la severidad de la expresion de la enfermedad que causa tanto en campo
como en invernadero en etapas fenoldgicas iniciales del cultivo. Desde una
perspectiva epidemiologica, las variedades con resistencia pueden contribuir a
disminuir la expresion sintomatica (y, por ende, el impacto econdmico), reducir la
tasa de multiplicacion viral y, potencialmente, atenuar la dinamica de transmision

mecanica de este patdégeno (Sanchez-Sanchez et al., 2023; Zinger et al., 2025).

Las principales casas semilleras comerciales con presencia en México han
incorporado al mercado variedades con distintos niveles de resistencia a T.
fructirugosum (Cuadro 2). Estos materiales han sido desarrollados para los
principales tipos de tomates (bola, saladette, cherry, grape y racimo) y buscan

mantener la productividad y calidad del fruto aun con infeccién viral.

Cuadro 2. Relacion de empresas que distribuyen semillas de variedades y tipos
tomate con diferentes niveles de resistencia.

Empresa Variedad Tipo N|.vel de. Fuente
resistencia
Vitalion Cherry Intermedia
Teenon F1 Grape Intermedia
Azovian Saladette Intermedia
BASF Blindon Saladette Intermedia (BASF, 2026)
Brovian Saladette Intermedia
Strongton Saladette Intermedia
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Bayer

Enza Zaden

Drth2913
Drth5075
Ferreira
Futumaru
Novero
Riboski
Drtc9517
Strabini

Grandice RES
Luminity
Serenity
E15b.43396
E15b.43407
Fogo
(E16R.42956)

Tomagino seram

Fraser paradise

Saint anna
Macapule

Marieta
(E15B.51359)

Atolon
(E15B.51382)

Pascua

Icaria
(E15C.42988)

Goldstream
(E15C.43442)

Corcega
(E15C.43445)

Serifos
(E15C.43447)

Martinique
Perimos
Rhodium
Formoza
Azores

Bola
Bola
Bola
Bola
Bola
Bola
Cocktail
Cocktail

Racimo

Racimo
Racimo
Heirloom
Heirloom

Porta
injerto

Cherry

Cherry

Cocktail
Bola

Bola

Bola
Grapes

Grapes

Grapes

Grape

Grape

Racimo
Racimo
Racimo
Racimo
Roma

Intermedia
Alta
Alta
Alta
Intermedia
Alta
Intermedia
Intermedia

Alta

Alta
Alta
Alta
Alta

Alta

Alta

Alta

Alta
Alta

Alta

Alta
Alta

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Alta
Alta
Alta
Alta
Alta

(Bayer, 2026)

(Enza
2025)

Zaden,
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HM.Clause

Hazera

Rijk Zwaan

Cedros

San Blas

(e15m.43246)

Fleming F1
Intuitivo F1
Curioso F1

Freeman F1 (HMC
44616)

Centinela F1
(HMC 44617)

HMC 44441 FA1
Giubilo
Summer soul

Tentadero

Canelo

Heredero

Hyrule rz f1 (72-
ch0359)

Lucioso rz f1 (72-
ck0620)

Rexoso rz f1 (72-
ck0622)

Valerioso rz f1 (72-
ck0621)

Ferguson rz f1 (72-
bf0637)

Patzcuaro rz f1

(72-bf0636)

Sanpavel rz f1 (72-
im6773)

Parisetto rz f1 (72-
mp0033)

Balthasetto rz f1
(72-mp0034)
Benvolietto rz f1
(72-mp0032)

Roma
Roma

Bola
Cherry
Cherry

Saladet
Saladet

Saladet
Cherry
Cherry

Cherry
Saladette
Saladette

Cherry
Cocktail
Cocktail

Cocktail

Bola

Bola

Racimo

Grape

Grape

Grape

Alta
Alta

Intermedia
Intermedia
Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia
Intermedia
Intermedia

Intermedia
Intermedia
Intermedia

Alta

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Alta

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Alta

(HM.CLAUSE,

2026)

(Hazera, 2026)

(Rijk
2026)

Zwaan,

74



Sakata

Syngenta

Yuksel
Seeds

Calchetto rz f1 (72-

mp0047)

Camiletto rz f1 (72-

mp0046)

Romietto rz f1 (72

mp0031)
Fleming F1

Chocostar F1

Lemonstar F1
Luciestar F1

Royalstar F1

Aguilar

Mosquetero

Zapata
Barosor
Guaynot
Valinor
Baldomero
Climundo
Crystelle
Emyelle
Tobias
Flaminia
Victoria
Tobtoma
211-312
211-325
222-227
222-234
Tobrossa
Tobchoco
232-766
212-855
Sweetloom
Umay
Tobralina
Tobrain
Tobcherry
Sirali

Grape
Grape

" Grape

Bola
Cocktail

Cocktail
Cocktail
Cocktail

Racimo
Saladet
Saladet
Bola
Saladette
Saladette
Racimo
Racimo
Racimo
Racimo
Bola
Bola
Bola
Bola
Bola
Bola
Bola
Bola
Heirloom
Heirloom
Heirloom
Heirloom
Heirloom
Cherry
Cherry
Cherry
Cherry
Cherry

Alta

Alta

Alta

Intermedia

Intermedia

Intermedia
Intermedia
Intermedia

Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia
Intermedia

(Sakata, 2026)

(Syngenta,
2026)

(Yuksel Seeds,
2026)
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Tobforta Cherry Intermedia

192-963 Cherry Intermedia
Romy 406 Cherry Intermedia
Chick Cherry Intermedia
Zitronina Cherry Intermedia
Purpurina Cherry Intermedia
Chocolina Cherry Intermedia
Sambalino Cherry Intermedia
Tomblack Cocktail Intermedia
Tobcocktalil Cocktail Intermedia
Toboval Cocktail Intermedia
Kerry Racimo Intermedia
Tobpearl Racimo Intermedia
Estefano Racimo Intermedia

Acciones en campo

En el manejo de T. fructirugosum en sistemas intensivos en cultivos de tomate y
pimiento, el punto de acceso al invernadero deberia concebirse como un filtro,
mas que como una simple puerta de entrada. Esto implica, en primer lugar, definir
con claridad quién puede ingresar a cada area productiva y en qué condiciones.
Los registros de ingreso de personal autorizado (personal de rutina, técnicos
internos, personal de sanidad, asesores externos y visitas) permite establecer
distintos niveles de acceso y restringir la presencia innecesaria de personas en
los mdédulos de produccion. Asociado a esto, el registro sistematico de entradas
y salidas resulta fundamental para poder definir la trazabilidad; lo que, ante la
detecciéon de un foco, esta informacion permite reconstruir rutas potenciales de
introduccidn. El control de movimiento no debe limitarse a la frontera entre afuera
y adentro, sino también considerar los desplazamientos internos del personal
operario; establecer reglas claras, como evitar que el personal transite libremente
entre mdédulos con distinto estatus sanitario o priorizar siempre flujos desde areas
de menor riesgo hacia areas de mayor riesgo, reduce la probabilidad de trasladar
inéculo de un bloque contaminado a otro libre. En algunos casos, puede ser
necesario que ciertos operarios se asignen de manera exclusiva a un modulo, o
que solo puedan cambiar de nave tras un protocolo completo de cambio de ropa
y desinfestacion (CFIA, 2017).
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Tomando en cuenta lo anterior, se recomienda que cada invernadero o bloque
tenga una doble puerta oficial de entrada sefnalizada, donde se concentren todos
los elementos de higienizacion y control. Esta puerta se convierte en un punto
critico de control a supervisar para todo aquel personal que ingrese, lo que facilita
la aplicacion uniforme de las medidas. Dentro de este médulo de acceso, el uso
de tapetes sanitarios constituye una primera linea de defensa frente a la entrada
inadvertida de particulas virales adheridas a la ropa y al calzado. Los tapetes
deben contener soluciones desinfectantes eficientes para tobamovirus (Cuadro
3); es indispensable que el personal esté capacitado para usarlos correctamente,
evitando rodearlos o pasar apresuradamente sin permitir un contacto efectivo
entre el desinfectante y el calzado. Cuando se emplea calzado dedicado para
cada modulo, el cambio puede realizarse inmediatamente después del tapete, de

manera que las botas de uso interno nunca toquen el exterior (CFIA, 2017).

De forma paralela, las estaciones de desinfestacion de manos y guantes son
esenciales para reducir el riesgo de transmision mecanica de T. fructirugosum a
través del contacto directo con las plantas. La colocacion estratégica de
dispensadores de soluciones sanitizantes (Cuadro 3) justo antes de cruzar a la
zona de cultivo refuerza la rutina de higienizacion al ingreso. Establecer como
norma que toda persona debe desinfestarse las manos o guantes antes de entrar
al invernadero y al pasar entre areas internas, contribuye a disminuir la
probabilidad de que particulas virales presentes en la piel o en el material de los
guantes se depositen en tallos, hojas o frutos. En labores de alto contacto, como
deshoje, poda o tutorado, se deben intensificar estas medidas, incorporando
cambios periddicos de guantes y desinfestaciones adicionales entre surcos o

sectores.
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Cuadro 3. Productos utilizados para desestabilizar los viriones en superficies
contaminadas por T. fructirugosum en diversos estudios.

Ingrediente Activo Referencia
Hipoclorito de sodio (0.5- (Chanda, Shamimuzzaman, et al., 2021b; Ling
10%) et al., 2022; Rodriguez-Diaz et al., 2022)
p . . (Chanda, Shamimuzzaman, et al., 2021b; Ling
eroximonosulfato de potasio
et al., 2022)
Sales cuaternarias de amonio (Chanda, Shamimuzzaman, et al., 2021b; Ling
+ glutaraldehido et al., 2022; Zamora-Macorra et al., 2025)
Perdxido de hidrogeno (Chanda, Shamimuzzaman, et al., 2021b)

(Chanda, Shamimuzzaman, et al., 2021b;

H [o)
Etanol / isopropanol 70% Rodriguez-Diaz et al., 2022)

Lo anterior, puede complementarse con el uso de ropa y calzado exclusivos por
area. Inmediatamente después de las estaciones de desinfeccidn se puede
disponer de espacios designados donde el personal se cambie de overoles,
batas, botas y gorros exclusivos de ese invernadero o bloque. Concebido de esta
manera el acceso, junto a una capacitacion y concientizacién eficaz del personal,
deja de ser un punto critico de control y se transforma en un filtro (punto de
control) que reduce de forma sistematica la entrada de in6culo de T.

fructirugosum al sistema productivo.
2.9.4 Monitoreo y diagnodstico

En un esquema de manejo (prevencion - deteccidn - contencion - erradicacion)
de T. fructirugosum, la deteccion temprana se sostiene en cuatro componentes
interrelacionados: monitoreo sistematico, capacitacion del personal para

reconocer sintomas, toma de muestra y confirmacién diagndstica confiable.
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En primer lugar, el monitoreo debe ser planificado y continuo. Esto implica
establecer recorridos de inspeccion periddicos por parte de personal designado,
con rutas y frecuencias definidas segun la etapa fenoldgica y el historial del
invernadero. Durante estos recorridos observar de manera sistematica hojas
jévenes, apices, peciolos, pedunculos y frutos, buscando mosaicos, rugosidad,
deformacion, clorosis y otras alteraciones en la coloracién y textura,
respectivamente. La deteccion de plantas con sintomas iniciales permitira
focalizarlas de inmediato, limitar el contacto con ellas y proceder a la toma de
muestras. Un monitoreo bien disefiado también incluye la revisidn de plantulas
en viveros germinadores y de nuevos lotes recién trasplantados, ya que estas
son etapas criticas para la introduccion del virus a un sistema (Figura 17) (EPPO,
2022b).
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llustracién: Ruvalcaba-Ramirez, R.

Figura 17. Estados fenologicos del tomate y susceptibilidad a T. fructirugosum. Creado con
BioRender para este estudio.

Sin embargo, el monitoreo solo es efectivo si va acompanado de una capacitaciéon
adecuada del personal de muestreo y otros operarios para reconocer sintomas
virales. Los operarios de campo son quienes tienen contacto directo y diario con
las plantas, de modo que su capacidad para identificar sintomas es esencial para
la deteccion temprana. La formacién debe incluir imagenes claras de sintomas
tipicos y atipicos, diferencias con otras virosis o fisiopatias (toxicidades,
deficiencias nutrimentales desordenes genéticos, alteraciones causadas por
fluctuaciones ambientales, etc.), y ejemplos de cémo se manifiesta la enfermedad
en distintas variedades, estado fenoldgico del cultivo y condiciones ambientales.
Ademas, es importante que el personal conozca qué hacer ante una planta

sospechosa: no manipularla mas y evitar continuar labores en plantas

79



adyacentes sin cambiar de guantes o desinfestar herramientas, y reportar de
inmediato al responsable técnico para la evaluacién y toma de muestra. Otras
medidas alternativas son la elaboracién y distribucion de materiales
audiovisuales y cursos breves especificamente dirigidos a productores y
trabajadores para mejorar esta capacidad de reconocimiento y respuesta

temprana.

Una vez detectadas las plantas sospechosas, el siguiente paso es un muestreo
dirigido que recoja tejido representativo (hojas joévenes, peciolos, flores o frutos
afectados) siguiendo procedimientos que eviten la diseminacién del virus durante
la toma de muestras. Estas muestras deben enviarse a un laboratorio acreditado
que utilice métodos validados para el diagnéstico viral basado en RT-PCR
convencional o RT-gPCR, que han demostrado alta sensibilidad y especificidad
tanto en tejido vegetal como en semillas (CNRF, 2022); por otro lado, las pruebas
de ELISA o inmunoensayos de flujo lateral (ImmunoStrips® y AgriStrip®) ofrecen
resultados rapidos, aunque con limitaciones de especificidad y sensibilidad
(Agdia, 2025; Eads et al., 2023); sin embargo la confirmacién de la presencia del
virus da sustento a la toma de decisiones de erradicacion, destruccion de focos

de infeccidn e intensificacion en la vigilancia de medidas de higiene.
2.9.5 Erradicacién

En cuanto se confirma la presencia del virus en un lote o bloque, las plantas
afectadas (incluyendo hojas, tallos, frutos y raices) deben ser retiradas de
manera inmediata, ya que permite eliminar fuentes de indculo y reducir el riesgo
de propagacién mecanica dentro del sistema productivo. Esta operacion debe
realizarse utilizando herramientas y guantes desechables o desinfestados entre
plantas (EPPO, 2022a). Es fundamental que el personal involucrado en la
remocion siga protocolos estrictos de bioseguridad, evitando el contacto directo
con las plantas infectadas y asegurando que los restos no se acumulen en pilas
abiertas cerca de areas de produccion, ya que estos pueden servir como
reservorios de indculo viable durante semanas o meses si no se gestionan

correctamente.
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La disposicidn de residuos debe garantizar la inactivacion completa del virus o su
confinamiento seguro para evitar la reintroduccién al sistema productivo. Los
métodos sugeridos incluyen la incineracion controlada en sitio autorizado, el
entierro a mas de un metro de profundidad en fosas alejadas de las zonas de
cultivo, o el traslado a rellenos sanitarios en contenedores dobles o bolsas
selladas que impidan la dispersion durante el transporte (APHIS, s/f). En algunas
circunstancias, el compostaje controlado de material vegetal infectado con T.
tabaci pierde su viabilidad si se cumplen condiciones especificas de temperatura
superior a 68 °C durante al menos 20 dias; aunque su uso de esta composta
requiere validacion previa para asegurar la inactivacion del virus y debe evitarse

en residuos de alta carga viral (Noble & Roberts, 2004).
2.9.6 Activadores de resistencia y sanitizantes

En el contexto del manejo mediante productos comerciales que incluyen algunos
productos quimicos y otros bioldgicos dirigidos a T. fructirugosum, cabe aclarar
que unos van dirigidos a modular la respuesta de la planta y otros orientados a
desestabilizar viriones en superficies contaminadas. Diversos estudios han
evaluado el uso de activadores de resistencia y bioproductos aplicados
directamente al cultivo (Cuadro 4), los cuales, si bien no eliminan el virus, pueden
reducir la severidad de los sintomas, funcionando como herramientas

complementarias dentro del manejo integrado.

Cuadro 4. Relacion de activadores de resistencia y bioproductos evaluados en
diversos estudios para el manejo de T. fructirugosum.
Tipo de producto Referencia

Acido salicilico (AS) (Hernandez-Santiago

et al., 2020)

. Qmai (Hernandez-Santiago
Acibenzolar-S-metil et al., 2020)

Quitosano (El Gamal et al., 2022)

Extractos de algas marinas (Hernandez-Santiago
et al., 2020)

PGPR (por sus siglas en inglés, Plant Growth- (Ramos-Villanueva et al.,
Promoting Rhizobacteria) 2023)

- : (Hernandez-Santiago

Elicitores bacterianos et al., 2020)

81



(Ramos-Villanueva et al.,
2023)
(Hernandez-Santiago
et al., 2020)

Trichoderma spp.

Mezclas de macro y micronutrientes

Por otra parte, los productos orientados (Cuadro 3) a desestabilizar viriones en
superficies contaminadas constituyen la base de las estrategias de bioseguridad
para inactivar particulas virales presentes en herramientas, estructuras y otros
elementos del sistema de produccion (Ehlers et al., 2023b), lo que resulta
esencial para interrumpir la contaminacion y la posterior transmision mecanica

por operarios en invernaderos e instalaciones.
Sanitizacidon de superficies de contacto durante las labores culturales

La sanitizacion de superficies, herramientas de trabajo y manos representa una
de las medidas mas criticas dentro del manejo integrado de tobamovirus, dado
que la transmisién mecanica es la principal via de dispersién de estos virus en
sistemas intensivos de produccion protegida de tomate y pimiento. La estabilidad
excepcional del virus hace que la sanitizaciéon sistematica de estas superficies
sea indispensable para interrumpir las rutas de propagacién asociadas al manejo
cultural. Un plan efectivo de sanitizacién debe identificar primero las superficies
criticas de contacto dentro del sistema productivo, estos pueden ser: tijeras,
cuchillos, podadoras, alambres de tutorado, rafia, clips, mesas de trabajo, carros
de transporte, manijas de puertas, pasamanos, charolas, bandejas, sistemas de
riego, estructuras de soporte, plasticos y superficies de pasillos (Melcher et al.,
2021; S. Zhang et al., 2022b). Una vez identificados, establecer un calendario de
sanitizacion con productos quimicos adecuados contra el virus (Cuadro 3), segun
su nivel de uso y riesgo de contaminacion para establecer la trazabilidad en caso

necesario.
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2.9.7 Manejo de agua, fertilizacion y sustratos
Agua

La sanidad del agua en sistemas de riego y soluciones nutritivas constituye un
componente esencial dentro del manejo integrado de T. fructirugosum,
especialmente en cultivos hidropdnicos o semi-hidroponicos donde el agua
puede ser recirculada, esta puede actuar como vehiculo de diseminacion viral a
gran escala. Aunque la transmisién directa por agua es menos frecuente que la
mecanica por contacto, la estabilidad prolongada del virus en soluciones acuosas
implica que el agua contaminada puede servir como reservorio de inéculo y
transportar particulas virales desde focos iniciales hacia plantas sanas a través

de sistemas de goteo o fertirriego (Mehle et al., 2023; Zhou et al., 2024).

Los métodos de tratamiento deben priorizar tecnologias que inactiven el virus sin
comprometer la calidad del agua para el riego. La cloracién controlada con
hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio ha demostrado eficacia para reducir
cargas virales en sistemas de recirculacién, aunque requiere monitoreo continuo
para evitar fitotoxicidad y formacion de subproductos; aunado a su inactivacion
con la presencia de materia organica. Los sistemas de oxidacion basados en
peréxido de hidrogeno estabilizado o mezclas con acido peracético ofrecen una
alternativa mas selectiva; estudios confirman su capacidad para inactivar
tobamovirus en agua sin dejar residuos perjudiciales para las raices. La
ozonizacion y la radiacién UV también han sido validadas como métodos fisicos
efectivos, particularmente en sistemas de recirculacion cerrados donde se busca
eliminar patdégenos sin alterar el pH o la conductividad eléctrica de la solucion
nutritiva (Runia & Boonstra, 2004; Runia, 1994, 1995; Zhou et al., 2024).

Fertilizacion

Aunque la fertilizaciéon no actua como medida de control directo sobre el virus, si
influye en la expresion de sintomas y en la capacidad de la planta para tolerar la

infeccion. Es importante evitar esquemas de fertilizacibn que generan un
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excesivo crecimiento vegetativo o desequilibrios nutricionales marcados (por
ejemplo, exceso de nitrégeno con desbalances de potasio y calcio), ya que estas
condiciones pueden aumentar el impacto de la infeccion en rendimiento y calidad
de fruto. Un plan de fertilizacidén equilibrado, ajustado a la demanda del cultivo y
basado en analisis de suelo, agua y tejido, contribuye a mantener plantas con un
estado nutricional 6ptimo donde el cultivo responde mejor a las medidas de
manejo implementadas (por ejemplo, activadores de resistencia) (Cuadro 5); por
otro lado, los sintomas virales son mas claramente discernibles para propdsitos
de detecciones tempranas y toma de decisiones respecto al manejo de focos de
infeccion (Dordas, 2009; Sharma et al., 2022).

Cuadro 5. Tipo de bioestimulantes usados en la agricultura y nombres
comerciales.

Tipo Ejemplos de productos
comerciales

XP-Amino®, AA 80%®, AminoPlex®,
Aminex®
H-85®, Humic-12®, Humitron 12%®,
Carbumic®, Humicel®.
FulvicProtect®, K-Tionic®, Fulvic
Plus®, Pilatus®.
Biozyme TF®, Kelpak®, Stimulate®,
BioGib® 10 PS®.

Aminoacidos
Acidos himicos
Acidos fulvicos

Fitohormonas

Sustrato

El manejo de los tobamovirus en el suelo representa un desafio importante
debido a la alta estabilidad de sus particulas, que pueden persistir durante varios
meses en restos vegetales y mas de un afio en particulas arcillosas del suelo; los
viriones contaminan el sustrato a través de los residuos vegetales infectados,
agua, por savia contaminada liberada a través de heridas mecanicas,
contenedores no sanitizados, entre otros. La infeccion de estos virus a las plantas
ocurre principalmente por via mecanica, a través de heridas generadas en las

raices durante el trasplante o por el contacto directo con suelo contaminado, lo
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que convierte al suelo en un reservorio epidemioldgicamente relevante de estos
virus (Molad et al., 2024).

Las estrategias de manejo de tobamovirus en el suelo se agrupan en cuatro ejes.
En primer lugar, la desinfestacién quimica del suelo mediante productos a base
de cloro, han mostrado reducir el inéculo primario; formulaciones comerciales con
dicloroisocianurato de sodio o trocloseno de sodio, han demostrado una alta
eficacia para disminuir la “viabilidad” de T. fructirugosum y T. viridimaculae en
cultivos de tomate y pepino, respectivamente (Chanda, Shamimuzzaman, et al.,
2021b). De manera similar, se ha desarrollado una formulacion de fosfato
trisédico clorado al 3%, que resulta altamente efectiva para inactivar T
fructirugosum y que, a diferencia de las soluciones de solo fosfato trisédico, no
presenta fitotoxicidad en plantulas de tomate; su modo de accion combina tres
efectos: el efecto surfactante del fosfato, el pH alcalino que desestabiliza

proteinas virales y la accion oxidante del hipoclorito (Molad et al., 2024).

En segundo lugar, se consideran los tratamientos fisicos y rotacion de cultivos.
La vaporizacion del suelo puede inactivar viriones en capas superficiales, aunque
con frecuencia requiere la adicion de compuestos exotérmicos, como hidréxido
de potasio (KOH), para alcanzar temperaturas que inactiven las particulas virales
a mayor profundidad. A nivel de manejo agrondmico, la rotacion de cultivos con
especies no hospedantes ha mostrado reducir significativamente la acumulacion
de T. viridimaculae en plantaciones de cucurbitaceas; por ejemplo, la rotacion
sandia-arroz disminuyo la incidencia del virus respecto al monocultivo continuo
de sandia (Smith & Dombrovsky, 2020). Por otro lado, el aislamiento fisico resulta
ser una mediada importante, mediante la incorporaciéon de composta libre de
virus en los orificios de plantacion previo al trasplante, ya que aisla las raices
jévenes y potencialmente heridas durante el trasplante del contacto directo con
suelo contaminado (Smith & Dombrovsky, 2020).
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2.9.8 Estrategias a futuro

Otras medidas de manejo contemplan la creacién y utilizacion de variedades
modificadas genéticamente, ya sea por ingenieria genética o la edicion de genes
mediante la tecnologia de CRISPR/Cas9 contra el virus. Otro enfoque sugerido
es la proteccion cruzada mediante la utilizacion de fuentes de inoculo atenuadas,

sin descuidar los efectos colaterales que implica (Smith & Dombrovsky, 2020).

Una nueva estrategia de control molecular del virus recién probada para el
manejo de T. fructirugosum, es la aspersion de dsRNA de alta calidad (hg-dsRNA)
homologo a secuencias del genoma (RdRp, MP y CP) de este virus. Este dsRNA
es producido in vivo en el bacteridfago phié con fragmentos del genoma de este
virus y luego inoculado en Pseudomonas syringae pv. phaseolicola para generar
grandes cantidades y luego aislarlo y aplicarlo. Este sistema permite producir
dsRNA puro y estable a bajo costo, facilitando su aplicacién foliar directa en
cultivos de tomate mediante aspersion convencional. Esta estrategia fortalece el
sistema de defensa de la planta mediante el silenciamiento génico especifico,
dado que el dsRNA exdgeno se procesa en siRNAs que guian la proteinas
argonautas para degradar selectivamente el RNA viral y bloquear su traduccion.
Otro de los mecanismo es la activacion de la PTIl; donde el dsRNA actia como
PAMP, siendo percibido por receptores de la planta, lo que desencadena la
acumulacién de calosa en plasmodesmos y restringe fisicamente el movimiento
del virus célula-célula. Ensayos han demostrado la reduccion significativa de los
niveles de RNA viral cuantificados por RT-gPCR asi como la severidad de los
sintomas. Los fragmentos de dsRNA dirigidos contra las secuencias codificantes
para la RdRp mostraron la mayor eficiencia protectora, inhibiendo la capacidad
replicativa del virus y limitando su movimiento sistémico en la planta (Weiss et al.,
2026).
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CAPITULO 3. PRESENCIA E IDENTIDAD DE Tobamovirus
fructirugosum EN REGIONES PRODUCTORAS DE
SOLANACEAS EN MEXICO

3.1 RESUMEN

Tobamovirus fructirugosum se detecté en México en 2018 en el estado de
Michoacan en invernaderos productores de tomate (S. lycopersicum); a partir de
esta primera deteccidn y confirmacion por SENASICA, su presencia se confirmé
en todas las regiones productoras de tomate y pimiento del pais. Con el fin de
obtener fuentes de infeccion representativas de este virus para estudios
posteriores, se realizaron muestreos dirigidos a regiones que contemplaron las
principales regiones productoras. Las muestras sintomaticas colectadas se
procesaron para confirmar su infeccion mediante RT-PCR utilizando
oligonucledtidos especificos dirigidos a un fragmento del ORF que codifica para
la RdRp. Los amplicones obtenidos se enviaron a secuenciar y a partir de los
datos recibidos se generaron secuencias consenso que se compararon en la
base de datos GenBank mediante BLASTn para corroborar la identidad con T.
fructirugosum. En total se obtuvieron once fuentes de infeccion provenientes de
nueve entidades federativas, todas con coberturas del 100 %, error 0.0 y 100%
de ellas con identidad del 100% al virus. Las fuentes de infeccién obtenidas se
mantuvieron en Nicotiana occidentalis; las cuales no mostraron diferencias
sintomaticas cuando se inocularon en este hospedante. Estos resultados
corroboraron la presencia y distribucion del virus en el pais, ademas permitieron
obtener fuentes de infeccidbn mexicanas de T. fructirugosum para purificarlos y

caracterizarlos a nivel molecular y biolégico bajo condiciones controladas.

Palabras clave: Fuente de infeccion, Tobamovirus fructirugosum, Solanum
lycopersicum, Capsicum annuum, Physalis philadelphica, diagndstico viral y RT-
PCR.
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3.2 INTRODUCCION

El T. fructirugosum se identificd por primera vez en Jordania en 2015 (N. M. Salem
et al., 2016), desde entonces ha causado gran preocupacion en la produccion de
las principales solanaceas (tomate y pimiento) debido al impacto que tiene sobre
éstas. Los sintomas ocasionados por el T. fructirugosum en tomate y pimiento
incluyen mosaicos, deformaciones, maduracién irregular y manchas rugosas de
color marron en los frutos (Chanda, Gilliard, et al., 2021; Luria et al., 2017). Estos
sintomas afectan directamente el rendimiento y la calidad comercial del producto,
ya que alteran su apariencia y textura, haciéndolo menos atractivo para los
consumidores; ademas, el virus puede llegar a afectar la totalidad de las plantas
y producir pérdidas del 70% de la cosecha debido a los sintomas mencionados
anteriormente (Dey, 2019). Es por esto, por lo que la deteccion oportuna y precisa
es fundamental para implementar medidas de manejo fitosanitario eficaces. Para
ello, se dispone de una variedad de técnicas diagndsticas que van desde
métodos tradicionales hasta herramientas moleculares, cada una con
caracteristicas particulares en cuanto a sensibilidad, especificidad, tiempo de
respuesta y requerimientos técnicos (Bernabé-Orts etal., 2021; Vasquez
Gutiérrez et al.,, 2025). Uno de los métodos mas utilizados son las pruebas
seroldgicas, como ELISA, ampliamente utilizadas en laboratorios de diagndstico
por su simplicidad, bajo costo y capacidad de procesar un gran numero de
muestras en poco tiempo. Estas pruebas detectan la presencia de proteinas
virales mediante anticuerpos especificos, pero pueden presentar reacciones
cruzadas entre especies estrechamente relacionadas, lo que compromete su
especificidad, especialmente en el caso de T. fructirugosum que presenta
reaccion cruzada con Tobamovirus paprikae, Tobamovirus maculatessellati,
Tobamovirus tomatotessellati y Tobamovirus tabaci. A pesar de esta limitacion, el
ELISA sigue siendo util como herramienta de tamizaje inicial en programas de
monitoreo fitosanitario (Agdia, 2025; Vasquez Gutiérrez et al., 2025). Por otro
lado, la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
en punto final ha demostrado ser una de las técnicas mas sensibles y especificas
para la detecciéon de tobamovirus. Esta técnica permite amplificar regiones
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especificas del genoma viral a partir del RNA extraido de tejidos infectados, lo
que facilita no solo la confirmacion de la presencia del virus, sino también su
identificacion mediante secuenciacion de los productos amplificados (Menzel &
Winter, 2021a). La RT-PCR ha sido particularmente util en la deteccién de T.
fructirugosum, dado que se pueden disenar oligonucleétidos especificos para
regiones conservadas del genoma viral, como los genes que codifican para la
replicasa, la capside o la proteina de movimiento (Rodriguez-Mendoza et al.,
2019; Vasquez Gutiérrez et al., 2025). Dentro de las fortalezas de la RT-PCR en
punto final es su sensibilidad, lo que le permite detectar concentraciones bajas
de RNA viral, incluso en fases tempranas de la infeccion, cuando los sintomas
aun no son evidentes (Boonham et al., 2014). Ademas, al utilizar oligonucleotidos
especificos disefiados para regiones conservadas o unicas del genoma del virus,
esta técnica ofrece una elevada especificidad, permitiendo diferenciar entre
especies dentro del grupo de los tobamovirus (Alkowni et al., 2019; Peng et al.,
2015; Rodriguez-Mendoza et al., 2019). Otro beneficio importante es su
accesibilidad: en comparacion con métodos mas avanzados, como la RT-qPCR,
la RT-PCR convencional requiere equipamiento menos costoso y reactivos
relativamente econdmicos, lo que la convierte en una opcion viable para
laboratorios con recursos limitados (Mackay, 2002). No obstante, la técnica
también presenta ciertas limitaciones que deben ser consideradas. Una de las
principales desventajas es que la RT-PCR en punto final no permite la
cuantificacion de la carga viral, limitandose principalemente a proporcionar un
resultado cualitativo (presencia o ausencia del patégeno) (Bustin, 2002; Mackay,
2002). A pesar de esto, la RT-PCR en punto final continua siendo una
herramienta valiosa en la deteccion de tobamovirus, particularmente en contextos
donde se requiere una confirmacion especifica del agente causal y no se dispone
de recursos para métodos mas avanzados como RT-gPCR o ddPCR. Otra de las
limitantes es que es fundamental incluir un control endégeno lo que representa
una reaccién adicional de PCR, normalmente un gen constitutivo de la planta (por
ejemplo, actina, EF-1a o 18S RNAr); este control permite verificar la calidad del
RNA extraido y la eficiencia de la retrotranscripcion, asegurando que los

113



resultados negativos para el virus no se deban a fallas en la extraccion,
degradacion del RNA o inhibicidn de la reaccién por contaminantes, sino a una

verdadera ausencia del patégeno en la muestra (Zamboni et al., 2008).

Dentro de las regiones mas utilizadas para el diagnéstico mediante RT-PCR se
encuentra la RdRp dado que por sus funciones, es una region altamente
conservada (W. Zhang etal., 2021). Esta caracteristica lo convierte en un
marcador util para el disefio de oligonucle6tidos que permitan la deteccion e

identificacion especifica de T. fructirugosum (Rodriguez-Mendoza et al., 2019).

En este estudio, se utilizaron oligonucleétidos especificos para amplificar parte
del ORF que codifica para la RdRp mediante RT-PCR y posterior secuenciacion
para corroborar la identidad de las fuentes de infeccidon mexicanas candidatas a

ser conservadas y posteriormente analizadas en ensayos proximos.
3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Recolecciéon de material vegetal sintomatico

Durante los meses de febrero a marzo de 2024, se llevé a cabo la recoleccién de
material vegetal sintomatico en las principales zonas productoras de tomate (S.
lycopersicum) del pais. Las muestras fueron tomadas de plantas que
presentaban sintomatologia compatible con infecciones causadas por virus del
género Tobamovirus, tales como mosaico clorético, deformaciones foliares,

necrosis localizada, maduracion irregular del fruto.

Para la toma de muestras, se utilizaron navajas de afeitar nuevas y guantes de
nitrilo que se cambiaron en cada recoleccion. Las muestras consistieron en hojas
jévenes, peciolos y frutos, los cuales fueron colocados en bolsas de polietileno
con cierre hermético, rotuladas e identificadas con datos de la localidad y fecha.
Las muestras fueron almacenadas y transportadas en una hielera con paquetes
de gel refrigerante a 4 °C hasta su llegada al laboratorio, donde fueron

conservadas en refrigeracion hasta su procesamiento.
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3.3.2 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de 100 mg de tejido foliar
sintomatico, previamente congelado con nitrogeno liquido y macerado en mortero
con pistilo esterilizados hasta obtener un polvo fino. La muestra macerada se
transfirié a tubos de microcentrifuga de 2 mL esterilizados. A cada muestra se le
adicioné 1 mL de TRIzol™ Reagent, siguiendo el protocolo propuesto por Thermo
Fisher Scientific para este reactivo (Invitrogen, Cat. No. 15596026). La mezcla se
homogeneiz6 mediante vortex y se incubé a temperatura ambiente durante 5
minutos para permitir la disociacion de complejos nucleoprotéicos.
Posteriormente, se anadieron 0.2 mL de cloroformo por cada mL de TRIzol; la
muestra se agitdé vigorosamente a mano durante 15 segundos y se dejo reposar
5 minutos a temperatura ambiente antes de centrifugar a 12,000 x g durante 15
minutos a 4 °C. Tras la centrifugacion, se recuperé la fase acuosa superior en
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y se mezclé con un volumen igual de
isopropanol puro, incubandose a temperatura ambiente durante 10 minutos para
precipitar el RNA. El precipitado se recolecté mediante centrifugacion a 12,000 x
g durante 10 minutos a 4 °C, seguido de un lavado con 1 mL de etanol al 75 % y
una centrifugacion a 7,500 x g durante 5 minutos a 4 °C; este ultimo paso se
repitié una vez mas. Finalmente, el pellet de RNA se resuspendié en 50 uL de

agua libre de nucleasas y las muestras se almacenaron a -20 °C.
3.3.3 Cualificacion del RNA total extraido

La calidad y cantidad del RNA fueron evaluadas mediante espectrofotometria con
un NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, Cat. No. ND-2000). La integridad fue
determinada mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1 % tefido
con bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/mL. El gel se visualizd
y documenté bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador UVP 310 Gel Doc
System (Thermo Fisher Scientific Inc. cat. No. UVP97013804).
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3.3.4 Sintesis de cDNA y amplificacion por RT-PCR

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizé a partir de 40 ng.uL™" de
RNA total utilizando el kit iScript™ Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR
(Bio-Rad, No. cat. 1708841), en una reaccioén de 10 yL incubada a 25 °C por 5
minutos, 46 °C por 20 minutos y 95 °C por 1 minuto, segun las especificaciones

del fabricante.

Para la deteccion mediante PCR en punto final se emplearon dos pares de
iniciadores; un juego para control endogeno y otro para la deteccion. Como
control endégeno, se utilizaron oligonucleétidos que amplifican una regién del
gen que codifica para el RNAr 18s de la planta hospedante (Zamboni et al., 2008).
Para la deteccién especifica de T. fructirugosum, se emplearon oligonucledtidos
especificos que flanquean una region de 475 bases correspondientes a la RdRp
(Rodriguez-Mendoza et al., 2019). Las secuencias de ambos oligonucleétidos se

presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Oligonucledtidos utilizados en el ensayo de RT-PCR para la
deteccion de control enddgeno 18s y T. fructirugosum.

Tamano

Oligonucleétidos Secuencia (5-3) (pb) Ensayo
18s Fw ACGGATCGCACGGCCTTCGTG 300 Control
18s Rv ACCAGACTTGCCCTCCAATGG enddgeno

ToBRFV-FMX AACCAGAGTCTTCCTATACTCGGAA 475 RdR
ToBRFV-RMX CTCWCCATCTCTTAATAATCTCCT P

La amplificacién por PCR se realizd en una reaccion de 20 uL que contenia 10 pL
de iQ™ Supermix 2X (Bio-Rad, cat. no. 1708865), 1 uL de DNAc, 1 yL de cada

oligonucledtido especifico [10 uM] y 7 uL de agua libre de nucleasas.

Las condiciones térmicas para la amplificacién se llevaron a cabo en un Dual
48/48 Fast Reaction Module (Bio-Rad, cat. no. 1840148) montado sobre un
C1000 Thermal Cycler Chassis (Bio-Rad, Cat. No. 1841000). Para la deteccion
del gen enddgeno, el programa térmico consistié en una desnaturalizacién inicial

a 95 °C durante 90 segundos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
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por 40 segundos, alineamiento a 55 °C por 40 segundos y extensién a 72 °C por

1 minuto, con una extension final a 72 °C durante 3 minutos.

Para el ensayo especifico deteccion de T. fructirugosum, las condiciones de
amplificacion incluyeron una desnaturalizacién inicial a 98 °C por 90 segundos,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C por 10 segundos, alineamiento
a 55 °C por 20 segundos y extension a 72 °C por 40 segundos, con una extension

final a 72 °C durante 5 minutos.

Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1.5 %, tefido con bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5
Mg/mL, se visualizaron y documentaron bajo Iluz ultravioleta en un
fotodocumentador UVP 310 Gel Doc System (Thermo Fisher Scientific Inc. cat.
No. UVP97013804).

3.3.5 Determinacion del porcentaje de identidad de las secuencias

amplificadas a partir del genoma

Las muestras que presentaron amplicones del tamafo deseado (475 pb), fueron
seleccionadas para secuenciacion bidireccional. Dichas muestras se enviaron a
la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur;

https://dna.macrogen.com/main.do), donde se llevd a cabo la purificacion de los

productos de PCR y su posterior secuenciacién por el método de Sanger,

utilizando los mismos oligonucleétidos empleados para la amplificacion.

Las secuencias en crudo obtenidas fueron descargadas en formato ab1 y
posteriormente editadas para eliminar regiones de baja calidad, utilizando el
software BioEdit (v.7.7). Las secuencias complementarias fueron ensambladas

para generar una secuencia consenso para cada muestra en el mismo software.

La identificacion se realizé mediante analisis de similitud por alineamiento de las
secuencias consenso utilizando la herramienta BLASTn del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La

identidad asignada de las secuencias a T. fructirugosum fue con base a una
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identidad igual o superior al 98 % con secuencias previamente reportadas para

el virus disponibles en la base de datos GenBank.
3.3.6 Mantenimiento de las fuentes de infecciéon

Con la finalidad de conservar activos los aislamientos identificados como T.
fructirugosum, se inocularon mecanicamente en plantas de Nicotiana
occidentalis, una especie comunmente utilizada como hospedera en pruebas de
transmision y propagacion de tobamovirus debido a su alta susceptibilidad. La
inoculacion se realizdé cuando las plantulas presentaban entre dos y cuatro hojas
verdaderas. El material vegetal fue macerado con solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1M (1.0 M de NaH,PO,-H,O + 0.1 M de Na,HPO,-2H,0, pH 7.2), en
proporcion 1:10 (tejido:soluciéon amortiguadora). La suspension resultante fue
aplicada sobre las hojas con la ayuda de un hisopo, previamente espolvoreadas
con carburo de silicio, esto con la finalidad de generar heridas subletales y facilitar
la infeccion. Posteriormente, las plantulas fueron mantenidas en condiciones de

invernadero bajo observacion.
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION
3.4.1 Distribucion geografica de las fuentes de infeccién

Se recolectaron 11 muestras de material vegetal sintomatico en nueve entidades
federativas: Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosi, Querétaro,
Tlaxcala, Michoacan, Oaxaca y Morelos. Las muestras fueron obtenidas en
campos comerciales durante el ciclo agricola 2024-2025. La Figura 18 muestra
la distribucion geografica y el numero de las muestras recolectadas, en la cual se
observa una cobertura representativa de las principales zonas productoras de
solanaceas de México. Lo anterior corrobora que el virus esta presente en las

principales regiones productoras de solanaceas en México.

i Chihuahua (1)

v
Aindloa ) g, /' - San Luis Potosi (1)
. '/ *
[
Zacatecas (2) “—— : _-+» Tlaxcala (1)
Querétaro (1) e
Michoacin (2)  «-mrrmm e si e — <
Morelos (1) S
Oaxaca (1) s i =

Figura 18. Distribuciéon geografica de las muestras recolectada de T. fructirugosum en
México para este estudio.
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Los sintomas observados en las plantas recolectadas fueron mosaico y distorsién
en foliolos, maduracién irregular, lesiones marrones y deformacion de frutos en
tomate y mosaico en hojas de tomate de cascara (Physalis philadelphica var.

Santa Lucia) (Figura 19).

Figura 19. Sintomas asociados a la infeccion por T. fructirugosum en solanaceas. (a, b)
Mosaico y deformaciones en foliolos de tomate (S. lycopersicum); (¢) deformacioén de frutos y
brotes jovenes; (d, f) maduracién irregular de frutos; (g, h) lesiones marrones en frutos; (i)
deformacion de frutos y (j) mosaico en hojas de tomate de cascara (P. philadelphica var. Santa
Lucia).

El hallazgo de plantas sintomaticas en estas entidades es respaldado por
reportes oficiales (SENASICA, 2020b), lo que corrobord la distribucion del virus y
la obtencidon de fuentes de infeccidon que cubrieron las principales regiones

productoras de tomate en México para posteriores estudios.
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De igual forma, la sintomatologia encontrada en plantas muestreadas aporté
informacion sobre la expresion de la enfermedad en condiciones de campo, lo
que contribuye a la identificacion temprana de focos de infeccion y al
establecimiento de criterios diagndsticos que apoyen las acciones de monitoreo,
especialmente en tomate de cascara (P. philadelphica), en el cual no existe

referencia sobre la sintomatologia que expresa este cultivo tras la infeccion.
3.4.2 Relacién entre las muestras, localidades y hospedantes

El Cuadro 7 presenta el detalle de cada una de las 11 fuentes de infeccién

recolectadas, indicando la localidad de origen, el cultivo hospedante
correspondiente y el acronimo asignado para la posterior identificacion de las
muestras. La frecuencia de hospedantes en la que se encontraron las muestras
positivas resalta que el principal hospedante, al menos en las regiones
muestreadas, fue tomate y en menor medida pimiento y tomate de cascara o
tomate verde; este ultimo resalta como cultivo de importancia econdmica y
cultural en México (Alberto-Rosas, 2022), ademas de que comparte regiones
productoras con tomate y chile (DGSIAP, 2025) lo que podria permitir la
persistencia en esas regiones, alternando hospedantes y representando un

riesgo epidemioldgico.

Cuadro 7. Fuentes de infeccion de T. fructirugosum, localidades vy

hospedantes.
Fuente de infeccion* Localidad Hospedante
Sinaloa (SIN) Los Mochis, Sinaloa lTomate . (S.
ycopersicum)
. Buenaventura, i
Chihuahua (XCH) Chihuahua pimiento (C. annuum)

Tomate de cascara (P.

Zacatecas 1 (ZAC_SE) Tabasco, Zacatecas

philadelphica)
Zacatecas 2 (ZAC) Tabasco, Zacatecas Tomate de cascara (#
philadelphica)
San Luis Potosi (SLP) Mocte’zuma, San Luis Tomate (.S.
Potosi lycopersicum)
: : : Tomate (S.
Querétaro (QRO) Coldn, Querétaro yoopersiour)
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Tomate (S.

Tlaxcala (TLAX) Tlaxco, Tlaxcala | :
ycopersicum)

Michoacan (MICH) Tanhuato, Michoacan pimiento (C. annuum)

Michoacan (MAE)

(Primer fuente de , . Tomate (S.

infeccion reportada en Tanhuato, Michoacan lycopersicum)

México)

Morelos (MOR) Yecapixtla, Morelos Tomate (.S'
lycopersicum)

Oaxaca (OAX) Ejutla de Crespo, Tomate (.S.

Oaxaca lycopersicum)

*Acrénimo asignado, indicado entre paréntesis, a las fuetes de infeccion para

facilitar la posterior identificacion.

3.4.3 Identificacion mediante RT-PCR
Extraccion de RNA total

Las extracciones de RNA presentaron calidades y cantidades adecuadas (datos
no mostrados), lo que permitié preparar concentraciones estandar de cada una

de las fuentes de infeccion y continuar con los experimentos subsecuentes.
Control endégeno

Las muestras resultaron aptas para la amplificacién mediante PCR, dado que el

control endégeno (18s) mostré amplificacion (~300 pb) en todas ellas (Figura
20). La amplificacién del gen endogeno indicd que, aun cuando en la muestra
puedan estar presentes contaminantes como polifenoles y polisacaridos,
compuestos que suelen co-purificarse con el RNA e interferir con enzimas como
la transcriptasa reversa y la DNA polimerasa, las muestras de RNA obtenidas de
las fuentes de infeccion fueron aptas para la detecion especifica del virus
(Zamboni et al., 2008).

+

12 345678 9101 M Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%

: mostrando los fragmentos amplificados mediante

RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos

m  para control endégeno (18s). Muestras: MM. Marcador

e ——— de peso molecular de 1kpb; 1. XCH; 2. QRO; 3. OAX; 4.

: "7 SIN; 5. MICH; 6. SLP; 7. MOR; 8. TLAX; 9. MAE; 10.
ZAC; 11. ZAC SE.

M
=
=
-
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Deteccion especifica de Tobamovirus fructirugosum

La presencia del T. fructirugosum en las muestras recolectadas fue confirmada
mediante RT-PCR. En la Figura 21 se muestra el gel obtenido tras la
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se observaron bandas del
tamano esperado (~475 pb) en todas las muestras analizadas. El hecho de que
todas las muestras resultaran positivas, aun con la diversidad de sintomas
observados en campo, sugiere que las distintas manifestaciones asociadas a T.
fructirugosum podrian deberse a variaciones en la carga viral, del propio virus, a
la variedad comercial cultivada, asi como al estado fisioldgico, estado nutrimental
o condiciones ambientales de las plantas al momento de la infeccién y del
muestreo (Pesti et al., 2019; Skelton, Gemert, et al., 2023).

FMX y ToBRFV-RMX) especificos para el ORF de
la RdRp de T fructirugosum. Muestras: M.
Marcador de peso molecular de 100pb; 1. XCH; 2.
QRO; 3. OAX; 4. SIN; 5. MICH; 6. SLP; 7. MOR; 8.
TLAX; 9. MAE; 10. ZAC; 11. ZAC SE.

E + -1 23456 7 8910 11 M Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
= mostrando los fragmentos amplificados mediante
5- (ST T T S eoya——— - RT-PCR utilizando oligonucleétidos (ToBRFV-

Determinacion del porcentaje de identidad de las secuencias amplificadas

a partir del genoma

La comparacion de las secuencias consenso en el NCBI arrojaron 100% de
identidad y 0.0 de error (E value) con secuencias previamente depositadas e
identificadas como provenientes de T. fructirugosum (Cuadro 8). Este resultado
respalda de manera solida que los amplicones obtenidos a parir de las muestras

analizadas correspondieron este tobamovirus.
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Cuadro 8. Fuentes de infeccidn, cobertura, identidad y error de las secuencias
de T. fructirugosum obtenidas en este estudio y comparadas mediante BLASTn

en NCBI.
Fuente de infeccion Cobertura Identidad Error
% %

SIN 100 100 0.0
XCH 100 100 0.0
ZAC_SE 100 100 0.0
ZAC 100 100 0.0
SLP 100 100 0.0
QRO 100 100 0.0
TLAX 100 100 0.0
MICH 100 100 0.0
MAE 100 100 0.0
MOR 100 100 0.0
OAX 100 100 0.0

Estos resultados confirmaron la utilidad de la region del ORF de la RdRp

amplificada por RT-PCR para la deteccién especifica del virus (W. Zhang et al.,

2021; Rodriguez-Mendoza et al., 2019).

Mantenimiento de las fuentes de infeccion

Las plantas de Nicotiana occidentalis inoculadas mecanicamente manifestaron

sintomas sistémicos nueve dias después de la inoculacion. Los sintomas

observados incluyeron mosaico y clorosis en las hojas jovenes que evolucionaron

a necrosis en las hojas de mayor edad (Figura 22).

Figura 22. Sintomas sistémicos inducidos por T. fructirugosum en N. occidentalis
posterior a la inoculacion mecanica. Las plantas inoculadas presentaron sintomas de
moteados en hojas jévenes, clorosis del tejido mesofilico adyacente a las nervaduras y areas

necréticas en hojas maduras.
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La apariciéon de sintomas indicé que las fuentes de infeccién colectadas se
encuentran activas y viables y, por lo tanto, son utiles para su empleo en ensayos

posteriores.

En conjunto, estas fuentes de infeccion representan una coleccion de fuentes de
infeccion de T. fructirugosum para estudios posteriores, de purificacién,
variabilidad fenotipica y genética, agresividad en condiciones controladas y
pruebas de rango de hospedantes; que permitiran la seleccion de las fuentes de

infeccion a probar en S. melongena.
3.5 CONCLUSIONES

Once fuentes de infeccion se obtuvieron a partir de material vegetal sintomatico
procedente de nueve estados: Chihuahua (1), Sinaloa (1), Zacatecas (2), San
Luis Potosi (1), Querétaro (1), Tlaxcala (1), Michoacan (2), Oaxaca (1) y Morelos
(1). En todas, se identific6 como agente causal al T. fructirugosum. Asimismo, se
logré su conservacion bajo condiciones de invernadero adecuadas para

preservar la viabilidad y disponibilidad del inéculo.
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CAPITULO 4. CARACTERIZACION MOLECULAR Y BIOLOGICA
DE ONCE FUENTES DE INFECCION MEXICANAS DE

Tobamovirus fructirugosum
41 RESUMEN

En México, la presencia de Tobamovirus fructirugosum se ha documentado en
distintas regiones productoras y en varios hospedantes solanaceos, sin embargo,
son escasos los estudios enfocados a la caracterizacion molecular-biolégico-
carga viral. En estos ensayos se caracterizaron once fuentes de infeccién de T.
fructirugosum, provenientes de diferentes regiones de México, mediante
estrategias moleculares y biolégicas con el fin de evidenciar la variabilidad
genética y el comportamiento en diferentes hospedantes. La amplificacién y
secuenciacion parcial de los ORFs que codifican para la polimerasa (RdRp), la
proteina de movimiento (MP) y la proteina de capside (CP) y la concatenacion de
estas secuencias, demostraron una estructura filogenética con clados
diferenciados, lo que indicoé diversificacion nucleotidica intraespecifica de los
aislamientos analizados. El analisis de SNPs evidencid la presencia de
sustituciones sinénimas y no sinénimas en las secuencias que codifican para las
proteinas virales: las no sinébnimas podrian tener implicaciones en la eficiencia de
replicacion y transcripcion de los acidos nucleicos virales, el movimiento célula a
célula, la encapsidacion, estabilidad y la interaccidn con factores de resistencia
del hospedero. Por su parte, la interaccion plantas diferenciales inoculadas-
fuentes de infeccion presenté diferencias en la expresion, que consistié desde
plantas asintomaticas, reacciones de hipersensibilidad, hasta sintomas
sistémicos; la capacidad de acumulacion de acidos nucleicos virales fue
evaluada, en Solanum lycopersicum, Nicotiana occidentalis y Capsicum annuum,
mediante RT-gPCR. Los resultados evidenciados por los Ct, comprobaron que
esta acumulacién es dependiente de esta interaccién. En conjunto, los ensayos
expusieron que las fuentes de infeccion estudiadas son heterogéneas: con
variaciones genéticas y fenotipicas que influyen en su virulencia y en la

interaccion hospedero-patégeno; aportando elementos clave para entender la
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epidemiologia del virus y establecieron las bases para la toma de decisiones de

ensayos posteriores.

Palabras clave: caracterizacion molecular, caracterizacion biologica, plantas

diferenciales, filogenia y carga viral.
4.2 INTRODUCCION

El T. fructirugosum se ha posicionado en la ultima década como uno de los
patégenos virales mas relevantes en la produccion de S. lycopersicum y C.
annuum a nivel mundial, no solo por la severidad de los sintomas que induce sino
también por su capacidad para romper fuentes de resistencia previamente
efectivas (Luria et al., 2017; S. Zhang et al., 2022b). Los estudios gendémicos
disponibles indican que, a pesar de presentar una variabilidad relativamente baja
entre genomas completos (Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025), el virus se agrupa en
varios clados filogenéticos bien definidos, relacionados al origen geografico y
hospedante (De Koning et al., 2025); esta combinacion de baja variabilidad
genética global, relacionada a la presencia de clados diferenciados, sugiere que
pequenos cambios puntuales pueden tener consecuencias relevantes en la
interaccion con el hospedante, especialmente en términos de virulencia,
capacidad de evadir mecanismos de resistencia y rango de hospedantes (Gomaa
& Garcia-Ruiz, 2025; S. Zhang et al., 2026).

Esto ultimo, ha llevado a diversos autores a sefalar la importancia de analizar
regiones especificas del genoma de T. fructirugosum como los ORF que codifican
para la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), la proteina de movimiento
(MP) y la proteina de capside (CP), ya que estas proteinas cumplen funciones
criticas en el ciclo de infeccién (Ghorbani, 2024; Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025). La
RdRp participa en la replicacién del genoma viral y, por lo tanto, en la generacion
de cuasiespecies, mientras que la MP facilita el movimiento célula a célula y de
tejido a tejido, y la CP interviene tanto en el ensamblaje de particulas estables
como en el movimiento sistémico dentro de la planta (Spiegelman & Dinesh-

Kumar, 2023); por lo que cambios puntuales en las secuencias que codifican para
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ellas podrian afectar su funciéon (Molad et al., 2025; S. Zhang et al., 2026). En
este contexto, se ha documentado que cambios puntuales en estas proteinas de
este virus modificaron la eficiencia o capacidad de infeccion (Ma et al., 2026; S.
Zhang et al., 2026) , el tipo e intensidad de sintomas (Molad et al., 2025) y la
capacidad del virus para evadir respuestas de defensa especificas, mostradas

como resistencia (Hak et al., 2023).

En México, la presencia de T. fructirugosum se ha documentado en distintas
regiones productoras y en varios hospedantes solanaceos (SENASICA, 2020a).
A este respecto, estudios con diferentes fuentes de infeccion de T. fructirugosum
han demostrado que su comportamiento bioldgico puede variar de manera
notable; en éstos, se han descrito fuentes de infeccién con efectos diferenciales
sobre variables en la estructura de la planta: altura, peso seco de la parte aérea
y rendimiento, asi como en la severidad de sintomas en follaje y frutos. En
algunos casos, ciertas fuentes de infeccion redujeron hasta en ~40% el peso seco
o el rendimiento, en comparacion con otras fuentes de infeccién (Vasquez
Gutierrez, Frias Trevifio, et al., 2024). Lo anterior, podria indicar que la relacion
genotipo—fenotipo del T. fructirugosum es variable y que la evaluacion de su
respuesta bioldgica debe complementarse con la caracterizacion molecular del
virion para una mayor comprension de esa interaccion. A pesar de estos reportes,
la informacién disponible sobre la variabilidad intraespecifica de los fuentes de
infeccion mexicanas y sobre sus caracteristicas bioldgicas (sintomas, rango de
hospedantes experimentales y carga viral alcanzada en diferentes hospedantes)
sigue siendo escasa. Frente a este escenario, resulta necesario generar estudios
que integren el analisis de secuencias (incluida la identificacion de polimorfismos
de nucledtido unico, SNP, por sus siglas en ingles Single Nucleotide
Polymorphysm) con ensayos bioldgicos en plantas diferenciales y hospedantes
de importancia econdmica, para identificar posibles asociaciones entre

caracteristicas moleculares, virulencia y adaptacion a hospedantes

Por lo anterior, en este capitulo se caracterizaron molecular y biolégicamente a

las once fuentes de infeccion de T. fructirugosum recolectadas en México. Se
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analizaron secuencias parciales de los ORFs que codifican para la RdRp, la MP,
la CP y la concatenacién de éstas, con el fin de determinar la relacion filogenética
entre las fuentes y describir la presencia de SNPs potencialmente relevantes.
Desde el enfoque biolégico, se evalué su comportamiento en plantas
diferenciales y en hospedantes de interés econdmico (S. lycopersicum, C.
annuum 'y N. occidentalis), cuantificando la carga de material genético mediante
RT-gPCR dirigido a la MP. Esta investigacion integrada permiti6 no solo
determinar la diversidad genética de los aislamientos mexicanos, sino también
explorar la relacion entre variabilidad genética y comportamiento patogénico; lo
anterior con finalidad de seleccionar las fuentes de infeccion mas adecuadas para

evaluar su respuesta posterior en diferentes variedades de S. melongena.
4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Caracterizacion molecular

Seleccion de oligonucledtidos y amplificacion por RT-PCR

A partir del cDNA obtenido de las once fuentes de infeccion (Capitulo 3, punto
3.3.4 ) se realiz6 la amplificacién especifica de una secuencia parcial del ORF
que codifica para la MP y la totalidad del de la CP del genoma de T. fructirugosum
mediante PCR usando oligonucleétidos especificos; los oligonucledtidos para la
amplificacion de las secuencias de RdRp y CP fueron seleccionados de la
literatura (Cuadro 9). Para el caso de la MP los reportados tuvieron diferencias
en el nivel de amplificacién; por lo anterior, se disefaron oligonucleotidos
utilizando secuencias depositadas en el NCBI: se descargaron en formato fasta,
se alinearon en el programa BioEdit, se generdé una secuencia consenso como
referencia, se depositaron en la plataforma Primer3Plus

(https://www.primer3plus.com/index.html) y se seleccionaron los que cumplieron

con los parametros deseados y evaluandose in sillico. La competencia se evalud

in vitro después de la sintesis (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los ORFs por

RT-PCR.
gendmica Nombre Secuencia P en el Autor
blanco
genoma
RARp  ToBRFV-FMX  AACCAGAGTCTTCCTATACTCGGAA 37959,5‘1 ('ﬁ’gg'c?o“g'
ToBRFV-RMX CTCWCCATCTCTTAATAATCTCCT
2446) etal., 2019)
MP TF_PV_MP_F TGGCTCTTGTTAAGGGTAAAGT (‘Tégg‘: En este
TF_PV_MP R CCATCCGTGACGCTCGTAAT 5452) estudio
CP TBR-F-5556  GTTTAGTAGTAAAAGTGAGAATAATAG (%2655 Fi (Avni et al.,
TBR-R-6232 GTTTGCAGACACAATCTGTTATTTAAG 6232) 2022)

Las mezclas de reaccion consistieron en 20uL con 1uL de DNAc, 1 uL de cada
cebador [10 uM], 10 pL iQ Supermix (Bio-Rad, cat. No. 1708865) y 7 uL agua libre

de nucleasas. El programa térmico se realiz6 acorde a lo recomendado para cada

juego de oligonucledtidos (Cuadro 10). Las condiciones térmicas para la

amplificacion se llevaron a cabo en un Dual 48/48 Fast Reaction Module (Bio-
Rad, cat. no. 1840148) montado sobre un C1000 Thermal Cycler Chassis (Bio-

Rad, Cat. No. 1841000).

Cuadro 10. Programas térmicos utilizados para la amplificacion de los ORFs

por RT-PCR.

ORF Etapa Temperatura / Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C/90s 1
Desnaturalizacion 98°C/10s

RdRp Hibridacion 55°C/20s 35
Extension 72°C/40s
Extension final 72° C /5 min 1
Desnaturalizacion inicial 95° C/ 3 min 1
Desnaturalizacion 95°C/30s

MP Hibridacion 55°C/30s 40
Extension 72°C/36s
Extension final 72° C /5 min 1
Desnaturalizacion inicial 94 / 3 min 1

CP Desnaturalizacion 94°C/30s
Hibridacion 57°C/30s 30
Extension 72° C/ 1 min
Extension final 72° C /10 min

Los productos obtenidos se verificaron mediante electroforesis horizontal en gel

de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio [0.5 pg/mL] y se documentaron
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bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador UVP 310 Gel Doc System (Thermo
Fisher Scientific Inc. cat. No. UVP97013804).

Secuenciacion

Los productos de PCR se enviaron para purificacion y secuenciacion

bidireccional en Macrogen (Seul, Corea del Sur, https://dna.macrogen.com/). Las

secuencias crudas fueron revisadas y ensambladas utilizando BioEdit v7.2.5,
para eliminar regiones de baja calidad, se unificaron las lecturas mediante la
creacion de las secuencias consenso y se verificd la congruencia con el

electroferograma.
Comparacion en NCBI

El conjunto de secuencias parciales consenso en estudio (SPCE) se cargaron a
la herramienta BLASTn del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) y

mediante parametros de busqueda especificos para secuencias mexicanas se
seleccionaron las que tuvieran mayor porcentaje de cobertura e identidad con
secuencias de T. fructirugosum depositadas previamente (Cuadro 11); se
descargaron y, junto con las secuencias obtenidas de las fuentes de infeccién
colectadas en este estudio, se utilizaron para construir bases de datos para cada
ORF objetivo que incluyeron también otras secuencias mexicanas de referencia
(SMR) disponibles en el NCBI. Posteriormente, se utilizé el algoritmo MUSCLE
en MEGA X, usando parametros por defecto, para la alineacion y facilitar la
comparacion entre las secuencias a nivel nucleotidico y reconstruccion
filogenética. Las SMR especificas para cada ORF se seleccionaron a partir de
secuencias de genomas completos depositados en el NCBI. Para los analisis
posteriores, se afadido la primera secuencia de referencia (PSR) de T

fructirugosum: numero de accesion KT383474.1 (N. M. Salem et al., 2016).
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Cuadro 11. Numero de accesion, regién genémica y autor de las secuencias
mexicanas de T. fructirugosum empleadas para la identificacion de SNPs y
analisis filogenéticos.

Numert_)'de Region Hospedante Autor
accesion

OM892690.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM782671.1 Genoma S. lycopersicum Cruz-Lachica et al.,
completo 2022

MK319944.1 Genoma S. lycopersicum (Camacho-Beltran
completo et al., 2019)

0Q427353.1 Genoma C. annuum cv. (Miranda etal.,
completo Ocelote 2023)

OM892690.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM892691.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM892688.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM892687.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM892684.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM892675.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OK339579.1 Genoma S. lycopersicum (Alcala et al., 2022)
completo

MW349655.1 Genoma C. annuum cv. (Ortizetal., 2021)
completo Tampiquefo

OM892686.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

OM892685.1 Genoma S. lycopersicum (Abrahamian et al.,
completo 2022)

Reconstruccion filogenética

El analisis filogenético se realizé con MrBayes v3.2.7, empleando modelos de
sustitucion de nucledtidos con tasas variables entre sitios, modeladas mediante
una distribucién gamma con una proporcion de sitios invariantes (G+l1). Para cada
conjunto de datos se corrieron 10,000,000 de generaciones de cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC), muestreando un arbol cada 1,000 generaciones.
Se descarté el 25% inicial de las muestras como “burn-in” y el conjunto restante
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de arboles se utilizé para estimar la topologia consenso y arrojar el mas probable.
Para el enraizamiento de los arboles filogenéticos se utilizé la PSR de T.
fructirugosum disponible la base de datos del NCBI, para conservar la orientaciéon

evolutiva y facilitar la interpretacion comparativa entre grupos.

Con la finalidad de obtener un analisis filogenético representativo que conjuntara
los diferentes fragmentos, se realizé la concatenaciéon de las secuencias
utilizando el programa Mesquite (v 3.81) y se reconstruy¢ la filogenia utilizando
los mismos parametros que las secuencias individuales. Las sustituciones
nucleotidicas (SNPs) en las SPCE y SMR se determinaron de acuerdo con el
cambio evolutivo expresado en valores numéricos dentro del arbol: valores bajos

indicaron menor numero de sustituciones y viceversa.

La probable variabilidad nucleotidica obtenida de estas secuencias parciales se
corroboré mediante la reconstruccion filogenética con secuencias de genomas
completos depositadas en el NCBI. Esta reconstruccion se realizé del mismo

modo que las anteriores.
Identificacion de los SNPs

La herramienta Highlight variable sites de MEGA X se utilizé con el propésito de
evidenciar los cambios probables de SNPs entre las secuencias consenso en
estudio y las SMR depositadas en el NCBI con respecto a la primer secuencia
reportada. Las secuencias nucleotidicas se tradujeron a aminoacidos (aa)
mediante la funcién Translate sequences en el programa Mega X con el propésito
de predecir si los SNPs detectados podrian dar lugar a cambios en la secuencia
de aminoacidos, tomando como referencia la primera secuencia reportada de T.
fructirugosum (PSR) (N. M. Salem et al., 2016).

Los resultados obtenidos mediante esta caracterizacion molecular se

confrontaron en diversos hospedantes.
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4.3.2 Caracterizacion biolégica
Purificacién de Viriones

La purificacion se realizé con la finalidad de obtener viriones en concentraciones
conocidas y estandarizadas. Este proceso consistié en dos etapas: inoculacién

mecanica y purificacion.

En la primera etapa se inocularon mecanicamente plantas de incremento (S.
lycopersicum cv. Rio Grande) como se citd en el punto 3.3.6 (Capitulo 3) y en la
segunda etapa, 25 DPI se colecto todo el tejido foliar y se procedié conforme al
protocolo especifico para la purificaciéon de tobamovirus (Dijkstra & De Jager,
1998). El protocolo consistid en la homogenizacién del tejido foliar con solucion
amortiguadora de extraccion (0.5 M de NaH2PO4y 1 % (v/v) de 2-mercaptoetanol,
pH 7.2) en una proporcién de 1:1. La mezcla se filtro a través de una gasa estéril
y se midid el volumen del extracto. Con agitacion continua, se agregaron 8 mL
de n-butanol por cada 100 mL de extracto. Se mantuvo en agitacion durante 15
minutos para permitir la coagulacién de los cloroplastos. La suspension se
centrifugd a 10,000 x g durante 30 minutos y se recuperdé el sobrenadante y se
descarto el pellet. Con agitacion constante, se anadieron 4 g de polietilenglicol
(PEG) 6000 por cada 100 mL de sobrenadante hasta su disolucion completa. La
suspension se centrifugd a 10,000 x g durante 15 minutos, se descarté el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en solucion amortiguadora de fosfato
(0.01 M NaH2PO4, pH 7.2) en una proporcion de 20 mL por cada 100 mL del
extracto inicial. La suspensién se centrifugé nuevamente a 10,000 x g durante 15
minutos y se descarto el pellet. Se anadieron 0.4 g de NaCly 0.4 g de PEG 6000
por cada 10 mL de sobrenadante, asegurando su completa disolucion mediante
agitacion. La suspension se centrifugé a 10,000 x g durante 15 minutos, se
descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en solucién amortiguadora
de almacenamiento (0.01 M NaH2PO4 y 0.001 M de NaNs, pH 7.2) en una
proporcion de 2 mL por cada 100 mL del extracto inicial. Finalmente, la
suspension se centrifugdé a 10,000 x g durante 5 minutos y el pellet se descartd,

obteniendo una suspension blanquecina. Nota: para facilitar la manipulaciéon de
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las muestras a procesar se dividieron en dos partes, por lo que se obtuvieron

aproximadamente 4mL de extracto final dividido en dos tubos.

Estos extractos divididos se cuantificaron para medir el contenido de proteina
mediante espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Cat. No. ND-

2000) a una longitud de onda de 280nm y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
Determinacioén de la cantidad de viriones a inocular

La Dosis Infectiva Optima (DIO), se define como la concentracién de inéculo
suficiente (concentracion de viriones) para asegurar la manifestacion de sintomas
en las plantas, sin llegar a provocar dafios excesivos que pudieran interferir en la
evaluacion del patégeno, como la defoliacién severa o la necrosis generalizada
(Cita); A este respecto, reportes previos (Kleczkowski, 1950; Nourinejhad-
Zarghani et al., 2022, 2024), evaluaron diferentes dosis y factores de dilucion
para determinar, mediante la induccion de lesiones locales en plantas indicadoras
de N. tabacum var. Xanthi, las que generaron una respuesta sintomatologica
reproducible y controlada y encontraron que a una concentracion de ~0.048
mg.mL"" de proteina viral aun se presenta una reaccion de hipersensibilidad
visible, aunque baja. Tomando en cuenta estudios anteriores, se decidi6 realizar
un ensayo probando diferentes concentraciones: 1 mg.mL", 0.5 mg.mL"", 0.1
mg.mL-'y un control testigo que fue inoculado solo con solucion amortiguadora
de fosfatos sin suspensién viral, para determinar la concentracion a utilizar

ensayos posteriores.
Inoculacién mecanica y respuesta de hospedantes diferenciales

Para la inoculacién se utilizaron las siguientes plantas diferenciales: Nicotiana
tabacum, N. glutinosa, N. clevelandii, N. benthamiana, N. occidentalis, N. rustica,
N. virginia, Chenopodium album, C. amaranticolor, Datura stramonium, D. metel,
C. annuum, S. lycopersicum, S. melongena, Physalis floridana y P. philadelphica.
Este ensayo se establecio el 15 de agosto del 2024 y terminé el 15 de septiembre

del 2024, donde imperaron temperaturas maximas promedio de 25.2°C y
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minimas de 11.4°C. Las plantas se inocularon cuando presentaron la edad
adecuada dependiendo de la especie (EPPO, 2022b). Para realizar la inoculacion
mecanica, se realizd una suspension viral a partir de los viriones purificados en
soluciéon amortiguadora de fosfatos (NaH,PO, 0.1 M + Na,HPO, 0.1 M, pH 7.2);
los testigos consistieron en un juego de plantas inoculadas de la misma forma a
excepcion de que la solucion amortiguadora no contuvo viriones. A las hojas de
las plantas diferenciales se les espolvored carburo de silicio con tamafio de grano
#400. Posteriormente, se humedecié un hisopo en la suspension viral y se froto
suavemente sobre la lamina de la hoja a inocular. La respuesta de las plantas se
monitoreo diariamente durante los primeros 10 DPI y posteriormente, cada
semana hasta los 30 DPI. Los sintomas observados se registraron y se
compararon entre las diferentes fuentes de infeccion, asi como con el grupo de

plantas testigo.
4.3.3 Evaluacion de la carga viral en diferentes hospedantes

Este ensayo se establecié en diferentes fechas: 21 de septiembre de 2024, para
C. annuum y N. occidentalis y 20 de enero de 2025 para S. lycopersicum, en el
invernadero de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo. Las
plantulas se trasplantaron en suelo previamente esterilizado cuando tenian de 2
a 3 hojas, y se inocularon 3 semanas después de trasplante. 100 uL de la
suspension viral, a la misma concentracion que en el punto anterior, se infiltraron
mediante jeringas de insulina (BD Ultra-Fine 30 g X 13 mm) en dos hojas de cada
una de las especies. Las plantas se trasladaron a invernadero, en donde se
mantuvieron bajo condiciones controladas. Las condiciones de invernadero

fueron temperatura promedio de 22°C y humedad relativa del 76%.

25 dias DPI se recolectaron 0.1g de tejido foliar joven para su procesamiento por
RT-gPCR. La extraccion de RNA total se realiz6 mediante el método del TRIzol
Reagent acorde al protocolo sugerido por el fabricante y se determind la
competencia de los extractos (3.3.2 ). Y se realizo la sintesis de cDNA (3.3.4 ).
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Para la reaccion de qPCR se utilizo el set de oligonucleétidos y sonda CaTa28
propuesto por la International Seed Health Initiative for Vegetable Crops que
amplifican un fragmento del ORF de la MP(ISHI-Veg, 2019) y autorizados por
SENASICA a través del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF,
2022) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Set de oligonucledtidos y sonda utilizados para la evaluacion
mediante qPCR de la carga viral.

. Tamaiio del
Componente Secuencia
fragmento
CaTa28 Fw GGTGGTGTCAGTGTCTGTTT
CaTa28 Pr FAM - AGAGAATGGAGAGAGCGGACGAGG - BHQ1 140 pb
CaTa28 Rv GCGTCCTTGGTAGTGATGTT

La reaccion de qPCR se preparo en un volumen final de 20 pL, que incluyé 5 L
de SsoAdvanced Supermix [2x] (Bio-Rad, Cat. No. 1725280), 1 pyL de cada
oligonucledtido [10 pM], 0.5 pL de la sonda CaTa28 Pr [10 uM], 11.5 pL de agua
libre de nucleasas y 1 uL de cDNA.

La amplificacion y deteccion se realizaron en un sistema CFX96 Real-Time PCR
(Bio-Rad, Cat. No. 1845097) montado sobre un C1000 Thermal Cycler Chassis
(Bio-Rad, Cat. No. 1841000), el cual registré la fluorescencia emitida por el
fluorocromo FAM al separarse del quencher BHQ1, misma que fue registrada y
visualizada mediante el software del equipo. Los resultados de la técnica se
interpretaron bajo dos criterios: la dinamica de la curva de amplificacién, como
criterio cualitativo, y la acumulacién de la fluorescencia en el ciclo de superacion
del umbral (Ct, por sus siglas en ingles Cycle threshold), como resultado
cuantitativo: a menor Ct, mayor cantidad inicial de secuencia blanco detectada y
viceversa, a mayor Ct, menor cantidad de secuencia blanco inicial (Karlen et al.,
2007).

141



4.4

441

RT-PCR

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion molecular

La amplificacion de los fragmentos de los ORFs del genoma viral objetivo

utilizando los oligonucleotidos seleccionados fueron del peso molecular sugerido
por los autores (CNRF, 2022; EPPO, 2022a; SENASICA, 2019), con lo cual se
determiné su funcionalidad y especificidad para T. fructirugosum (Figuras 23, 24
y 25).
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al
1.5% mostrando los fragmentos amplificados
mediante RT-PCR utilizando oligonucleétidos
(ToBRFV-FMX y ToBRFV-RMX) especificos para
el ORF de la RdRp de T. fructirugosum. Muestras:
M. Marcador de peso molecular de 100pb (Promega,
Cat. No. G2101); 1. XCH; 2. QRO; 3. OAX; 4. SIN;
5. MICH; 6. SLP; 7. MOR; 8. TLAX; 9. MAE; 10. ZAC;
11. ZAC SE

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al
1.5% mostrando los fragmentos amplificados
mediante RT-PCR utilizando oligonucleétidos
especificos (TF_PV_MP_F y TF_PV_MP_R)
disefiados para el ORF de la MP de T
fructirugosum. Muestras: M. Marcador de peso
molecular de 1kb (Thermo Fisher Scientific, Cat. No.
12308-011); 1. XCH; 2. QRO; 3. OAX; 4. SIN; 5.
MICH; 6. SLP; 7. MOR; 8. TLAX; 9. MAE; 10. ZAC;
11. ZAC SE

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al
1.5% mostrando los fragmentos amplificados
mediante RT-PCR utilizando oligonucleétidos
(TBR-F-5556 y TBR-R-6232) especificos para el
ORF de la CP de T. fructirugosum. Muestras: M.
Marcador de peso molecular de 1kb (Promega, Cat.
No. G5711); 1. XCH; 2. QRO; 3. OAX; 4. SIN; 5.
MICH; 6. SLP; 7. MOR; 8. TLAX; 9. MAE; 10. ZAC;
11. ZAC SE.
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Reconstruccion filogenética:

Con la secuencia parcial que codifica para RNA polimerasa dependiente de
RNA (RdRp)

El arreglo topoldgico en clados implica, entre otras caracteristicas, que las
secuencias en analisis comparten al menos una sustitucion nucleotidica en la
misma posicion (Huelsenbeck et al., 2001). La reconstruccion filogenética a partir
de las secuencias obtenidas de la amplificacion parcial del ORF que codifica para
la RdRp de las diferentes fuentes de infeccion arrojé un solo clado con una
pequeia divergencia dentro del analisis en la cual, de las muestras colectadas,
solo se encuentra la secuencia QRO (Figura 26). La conservacion de esta region
genomica sugiere que, por su funcion central en la replicacion viral, se encuentra
bajo una presion funcional que limita la diversidad (Rodriguez-Mendoza et al.,
2019; W. Zhang et al., 2021). La agrupacién observada indica que las fuentes de
infeccion mexicanas tienen conservada la region del ORF que codifica para
RdRp. Sin embargo, estudios han demostrado que mutaciones especificas en
diferentes dominios de esta regién pueden alterar la patogenicidad viral (Avila-
Alistac et al., 2024), es por esto que el subclado divergente, representado por
QRO con soporte bootstrap de 0.9837, podria representar una variante con
caracteristicas patogénicas diferentes con adaptaciones locales que influyen en
el comportamiento del patégeno en condiciones ambientales especificas de

México y hospedantes.

143



0.0628
0.0633
0.0637
0.0619

0.0616

0.1541
0.065
0.0635
0.0636

MAE_RdRp
MOR_RdRp
MICH_RdRp

OAX_RdRp

ZAC_SE_RdRp

SIN_RdRp

SLP_RdRp
TLAX_RpRd
XCH_RdRp
ZAC_RpRd
) 0.0632 OM892690.1_MEX
| 00618
il OM782671.1_MEX

0.0635
0.0624
0.0624
0.0622
0.0633
0.0645
- | 0.064
0.0646
0.1536
0.1523

MK319944.1_MEX
0Q427353.1_MEX
OM892689.1_MEX
OM892691.1_MEX
OM892688.1_MEX

OM892687.1_MEX
OM892684.1_MEX
OM892675.1_MEX
0K339579.1_MEX

OM892686.1_MEX

OM892685.1_MEX

I 0.0758 QRO_RdRp

0.0317 0.8249 o b7 MW349655.1_MEX
KT383474.1_JOR /

0.03

Figura 26. Arbol filogenético construido con inferencia bayesiana a partir de secuencias
parciales del ORF que codifica para la ARN polimerasa dependiente de ARN de fuentes de
infeccion mexicanas de T. fructirugosum bajo estudio y secuencias de esta regién
depositadas en el NCBI. Los valores en los nodos indican probabilidades posteriores. La
longitud de las ramas refleja la cantidad de cambio evolutivo (sustituciones por sitio) acumulado.

Con la secuencia parcial que codifica para proteina de movimiento (MP)

El andlisis filogenético bayesiano de las secuencias obtenidas de la amplificacién
parcial del ORF que codifica para MP, a partir de las fuentes de infeccién
analizadas, evidencid que esta region del genoma presenté diversidad
nucleotidica. En este, se revel6 un clado principal en el cual se encontraron las
fuentes de infeccion MAE, MOR, TLAX y XCH; de este mismo, se desprendio un
subclado en el que se encontraron MICH, OAX, SIN y ZAC; a su vez, de este
ultimo divergié otro subclado con QRO, SLP y ZAC_SE (Figura 27). Esta
estructura en clados y subclados sugiere que esa region del genoma analizada
acumula mutaciones a lo largo del tiempo y que esas fuentes de infeccion podrian
estar asociadas a adaptaciones locales donde se colectaron. En este sentido,
esta aparente agrupaciéon de aislamientos de diversos hospedantes y estados
distantes dentro de un mismo clado (por ejemplo, primer subclado: MICH (C.
annuum), OAX-SIN (S. lycopersicum), ZAC (P. philadelphica)) podria implicar

que, aunque la MP difiriera en su composicion de aminoacidos tiene suficiente
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flexibilidad para soportar distintas condiciones y aun asi ser funcional en la
interaccién con multiples hospederos y ocasionar enfermedad. La variabilidad en
esta secuencia fue reflejada contundentemente en la formacion del subclado que
incluydo a QRO, SLP y ZAC_SE, ya que presentd la maxima distancia con
respecto a la PSR. Estos datos situan a esta regién del genoma como candidata
a ser analizada para estudios de variabilidad nucleotidica en el genoma de este
virus y se suma a lo reportado previamente (Ghorbani, 2024); ademas la situa
como otra region candidata al ORF1 en ese aspecto (Gomaa & Garcia-Ruiz,

2025)
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Figura 27. Arbol filogenético construido con inferencia bayesiana a partir de secuencias
parciales del ORF que codifica para la proteina de movimiento de fuentes de infeccién
mexicanas de T. fructirugosum bajo estudio y secuencias de esta regién depositadas en el
NCBI. Los valores en los nodos indican probabilidades posteriores. La longitud de las ramas
refleja la cantidad de cambio evolutivo (sustituciones por sitio) acumulado.

Con la secuencia que codifica para proteina de capside (CP)

El analisis filogenético bayesiano de las secuencias obtenidas de la amplificacion
parcial del ORF que codifica para CP reveld que, al igual que la RdRp, es una
region conservada parcialmente, ya que ocho de las SPCE se agruparon en un
clado mayor junto con la mayoria secuencias depositadas en el NCBI; y de este
clado mayor se origind un subclado en el cual se ubicaron las SPCE: QRO, SLP
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y ZAC_SE (Figura 28). La formacién de este subclado coincide con el formado
con secuencias que codifican para la MP, esto refuerza la variabilidad
nucleotidica en estas fuentes de infeccidon. A pesar de la probabilidad de que esta
variabilidad nucleotidica genere cambios en la posterior traduccion de esta
proteina, es probable que afecte sus funciones en la estabilidad, patogenicidad,
la encapsidacion del genoma, la activacion de ROS (Zheng et al., 2024) y la
movilizacion sistémica (Spiegelman & Dinesh-Kumar, 2023); lo que demuestra la
capacidad que tiene el virus de modificacion en su estructura sin alterar la

funcionalidad de sus viriones.
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Figura 28. Arbol filogenético construido con inferencia bayesiana a partir de secuencias
parciales del ORF que codifica para la proteina de capside de fuentes de infeccion
mexicanas de T. fructirugosum bajo estudio y secuencias de esta regién depositadas en el
NCBIL. Los valores en los nodos indican probabilidades posteriores. La longitud de las ramas
refleja la cantidad de cambio evolutivo (sustituciones por sitio) acumulado.

Con las secuencias concatenadas

La formacion de un clado principal en la estructura del arbol filogenético (Figura
29), con secuencias concatenadas de tres regiones parciales del genoma viral
que representan el 26.5% del cual se desprenden subclados sucesivos, sugirid

la presencia de procesos de diversificacion progresiva debidos a sustituciones
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dentro de las secuencias nucleotidicas analizadas y que aparentemente no

alteran su patogenicidad.

El clado principal, conformado por MOR, MAE, TLAX y XCH, podria representar
un linaje basal dentro del conjunto de las SPCE. El que dentro de este grupo se
encuentre la secuencia MAE, obtenida de la primera fuente de infeccidn
reportada en México, podria indicar que este clado agrupa fuentes de infeccion
relacionadas al linaje inicialmente detectado en el pais y que no han sufrido
cambios importantes, al menos en las secuencias analizadas. A partir de este
clado principal se desprendieron dos subclados adicionales que agrupan a las
fuentes de infeccion MICH, OAX, SIN y ZAC, y de este a QRO, ZAC_SE y SLP;
esta subramificacion en la topologia sugiere una diversificacién nucleotidica a
partir del clado principal y potencialmente que todas las fuentes de infeccién
tengan su origen en las primeras detecciones en el pais. Ademas, este patron de
ramificacion progresiva podria reflejar una adaptacion molecular que le ha
permitido la dispersion hacia nuevas regiones o sistemas de produccion, seguida
de la acumulacion gradual de mutaciones que favorecen la diversificacion

genética entre aislamientos.
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Figura 29. Arbol filogenético construido con inferencia bayesiana a partir de secuencias
parciales del T. fructirugosum. Los valores en los nodos indican probabilidades posteriores. La
longitud de las ramas refleja la cantidad de cambio evolutivo (sustituciones por sitio) acumulado.
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Dentro de cada subclado se identificaron secuencias provenientes de fuentes de
infeccion con un mayor numero de sustituciones, particularmente TLAX en el
clado principal, ZAC en el primer subclado y QRO en el segundo. La mayor
acumulacion de sustituciones en las SPCE, podria indicar que representan linajes
mas divergentes dentro de sus respectivos clados. Este patron sugiere que
algunas “poblaciones virales” podrian estar experimentando procesos de
diversificacién nucleotidica, asociados con diferencias en las rutas de dispersion
de material contaminado, adaptacion a condiciones locales o acumulacién de
mutaciones a lo largo del tiempo; ademas que estas fuentes de infeccion estan
sometidas a presiones selectivas diferenciadas, posiblemente vinculadas a la
interaccidn con genotipos especificos del hospedante en sus condiciones de
cultivo (Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025)

Este arbol filogenético (Figura 29) presentd una topologia similar a la obtenida
con las secuencias parciales de la MP (Figura 27). Esto sugiri6 que las
secuencias de la MP ejercieron una fuerte influencia en la topologia. Esto puede
explicarse por la alta variabilidad genética presente en la MP, en contraste con
las regiones mas conservadas del genoma viral (RdRp y la CP). En
consecuencia, aunque el analisis concatenado incorpora tanto regiones
conservadas como variables, la mayor cantidad de sitios variables en las
secuencias nucleotidicas presentes en la MP puede dominar la sefal filogenética
y determinar en gran medida el patron de agrupamiento observado. Este
resultado confirmé que la variabilidad de esta region del genoma desempefia un
papel importante en la diversificacion de las SPCE y en la estructuracion

filogenética de la poblacion viral analizada.

La formacién de un subclado (SPCE: QRO, SLP y ZAC_SE) tanto en la
reconstruccion filogenética a partir de secuencias parciales nucleotidicas del
ORF que codifica para la MP (Figura 27) y la secuencia completa de la CP
(Figura 28) en las SPCE se corroboro6 con esta reconstruccion (Figura 29). Estos
resultados sugirieron la separacion y por consiguiente la emergencia de variantes

de este virus que se han adaptado a condiciones agroecoldgicas presentes en la
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region central de México; este fendmeno es soportado por estudios en otras
regiones del mundo (De Koning et al., 2025; Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025; van de
Vossenberg et al., 2020).

El analisis filogenético de las SPCE demostré ser suficiente para caracterizar la
diversidad nucleotidica en el genoma del virus. Dentro de las regiones del
genoma analizadas, destacd la que codifica para la MP, la cual dominé la
topologia del arbol filogenético aun con la reconstruccibn con secuencias
concatenadas y la sitta como una region confiable para determinar este

proposito. Al menos en las condiciones de este estudio.

La variabilidad observada, con estas SPCE obtenidas de las fuentes de infeccion
mexicanas en estudio, fue corroborada con una reconstruccién a partir de
secuencias de genomas completos reportadas en el NCBI (SGCR) (Figura 30).
Este analisis demostrd que existe variabilidad nucleotidica y por lo tanto genética

del virus en México.
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Figura 30. Arbol filogenético construido con inferencia bayesiana a partir de secuencias
de genomas completos de fuentes de infecciéon mexicanas de T. fructirugosum reportadas
en el NCBI.
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Esta reconstruccion filogenética separ6 a las SGCR en cuatro clados,
demostrando asi la variabilidad dentro del genoma del virus y coincidié con
reportes previos globales similares que demostraron este hallazgo (De Koning
et al., 2025; Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025; van de Vossenberg et al., 2020).

Hasta este punto de la investigacion se ha demostrado la variabilidad nucleotidica
en las SPCE, sin embargo, no se ha confirmado su posible impacto en la

expresion fenotipica a nivel proteina.
Identificacion de los SNPs y la probable influencia en la traduccién

En las SPCE y las SMR que amplifican para los ORFs RdRp, MP y CP del
genoma viral se observaron patrones diferenciales de variabilidad nucleotidica.
Las SPCE para la RdRp presentaron el menor numero de polimorfismos, con
cuatro SNPs en total con respecto a la PSR, de los cuales dos estuvieron
presentes en las fuentes de infeccion colectadas y dos en las SMR (Cuadro 13).
Las SPCE de SIN y QRO generaron cambios no sindbnimos en la secuencia de
aminoacidos de prolinas y leucinas a serinas, respectivamente; el SNP de QRO
coincidié con una de las SMR (MW349655.1), este cambio podria tener influencia
en la actividad enzimatica y por lo tanto su actividad replicativa, lo que podria
traducirse en mayor severidad en la expresion de sintomas como se ha sugerido

previamente al analizar este fragmento (Avila-Alistac et al., 2024).

Por otro lado, la baja frecuencia de variacion en este ORF ha sido observada
anteriormente y determinada como marcador genético para deteccion de este
virus (Rodriguez-Mendoza et al., 2019); ademas, dada su funcion esencial en la
replicacion, refuerza su utilidad para el disefio de estrategias moleculares
basadas en la interferencia génica (iRNA) para silenciar o limitar la expresion de
esta proteina y por lo tanto la replicacion del genoma viral y la transcripcion de

los subgendmicos (Weiss et al., 2026).
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Cuadro 13. Cambios probables de SNPs entre las secuencias consenso en
estudio y las secuencias mexicanas depositadas en el NCBI con respecto a la
primer secuencia reportada.

ID de la o Posicion Camb’iq de Cambio
ORF - Posicion en nucleétido* probable
secuencia codén (aa)
SIN 2098 12 cC-u Pro — Ser
QRO Yy
RdRp MW349655 1 2270 28 U—-=¢C_ Leu — Ser
OM892685.1 2415 32 U—-=¢C_ Asp — Asp
OM892686.1 2446 12 Uu—=C Leu — Leu
ZAC 64 12 U—-=¢C_ Phe — Leu
MAE 78 32 G—-A Met — lle
SIN 150 32 CcC—-Uu Ser — Ser
OM892675 213 32 Uu—-=C Leu — Leu
OM782671 243 32 U—-=¢C_ Asp — Asp
ZAC 2y oy ARG CA gy
B ar ) 696 3 A—G Pro — Pro
TODAS** 697 12 G—-A Asp — Asn
MAE 707 12 A—-G GIn — Arg
TLAX 715 12 G—->C Glu — GIn
MP TLAX 763 12 G- A Glu — Lys
ZAC SE, ZAC,
SLP, SIN, QRO,
OAX, MAE,
OM892675,
OM892684,
OM892685, 778 12 A—-G Val — lle
OM892688,
OK339579,
OM892686 y
OM892687
OM892687 783 32 cC-u Ala — Ala
OM782671 789 32 A—-G Ser — Ser
OK339579 99 32 U—->A Gly — Gly
TLAX 135 32 U—-=¢C_ Val — Val
OM892688 193 12 G- A Asp — Asn
TLAX 282 32 U—-=cC lle — lle
cP MW349655 390 32 A—-G Val — Val
XCH 393 32 A—-U Val — Val
S;ig_';% y 430 12 Ao G Thr — Ala
MK109003 440 22 G- A Ser — Asn

OM892685 442 18 G—-A Ala — Thr
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*La base nitrogenada en negritas representa el cambio de SNP detectado en
las secuencias en estudio con respecto a la secuencia de referencia T.
fructirugosum (N. M. Salem et al., 2016); **Todas, se refiere a que tanto las
SPCE y las SMR presentaron el mismo SNP en la misma posicion.

En contraste, las SPCE de la MP mostraron el mayor numero de cambios, con
quince SNPs detectados, once de ellos presentes en las fuentes de infeccién
colectadas (Cuadro 13). De estos SNPs, siete produjeron cambios no sinénimos,
lo que sugiere una mayor plasticidad de esta proteina a las mutaciones asociadas
con procesos de adaptacion relacionados con el movimiento célula a célula y la
interaccidn con el hospedante (Ghorbani, 2024). En los SPCE y las SMR se
detectd un SNP en la posicidon 697 (G — A) el cual origind un cambio de Asp —
Asn y otro SNP en la posiciéon 778 (A — G) de Val — lle; si bien estos cambios
en estos aminoacidos no alteran la estructura de la proteina, podrian explicar su
estabilidad para realizar su actividad bajo diferentes condiciones como las
imperantes en la Republica Mexicana, como lo sugieren estudios anteriores con
este virus cuando hipotetizaron la variabilidad observada en regiones globales
(Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025; van de Vossenberg et al., 2020).

Por su parte, las SPCE de la CP presentaron una variacion intermedia, con nueve
SNPs en total y cuatro presentes en las fuentes de infeccion analizadas (Cuadro
13), de éstos, tres generaron cambios no sinénimos. Este patrén concuerda con
la naturaleza relativamente conservada de esta proteina, debido a las
restricciones funcionales asociadas con el ensamblaje y estabilidad del virion, asi
como con su papel en el movimiento sistémico dentro de la planta. Sin embargo,
el cambio de SNP en la posicion 430 de A — G que induce un cambio no sinénimo
(Thr — Ala) podria tener un efecto en la estabilidad a largo plazo de la CP y por
lo tanto del viridn, pero el cambio a Ala (aminoacido hidrofébico y menor tamano)
le da mayor flexibilidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales
(Lehninger, 2009)
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En resumen, las SPCE, que representan el 26.5% del genoma viral, mostraron
diferencias en el numero de SNPs detectados; siendo MICH, MOR, OAX y XCH
las que presentaron el menor numero (1 y 2) con respecto a las demas (Figura
31); las siete restantes presentaron entre 4 y 5 SNPs. Lo anterior evidencio el
grado de adaptacion genomica, expresada en las proteinas de la mayoria de las
fuentes de infeccién, en la interaccion hospedante-ambiente-tiempo (Gomaa &
Garcia-Ruiz, 2025; van de Vossenberg et al., 2020). Las que presentaron el
menor numero de SNPs provienen de fuentes de infeccion de regiones con
menores ciclos productivos anuales, lo que sugeriria menor presion de seleccion

y por lo tanto menor probabilidad de mutacion en el genoma viral.
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Figura 31. Acumulacion de SNPs en las SPCE en el 26.5% del genoma viral analizado.

Por otro lado, la presencia de estos SNPs sugiere que las SPCE provenientes de
las fuentes de infeccion colectadas en diferentes regiones de México y las SMR,
podrian ser derivadas de la PSR, que representaria el ancestro en comun y que

se han adaptado a las circunstancias propias de la Republica Mexicana.

Hasta este punto de la investigacion, tanto la variabilidad genética de las SPCE

y su probable efecto en la expresion de proteinas ha sido caracterizada
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parcialmente. La interaccién de las fuentes de infeccion con los hospedantes se

presenta a continuacion.
4.4.2 Caracterizacion biolégica de las fuentes de infeccion en estudio
Purificacion de viriones

Como resultado del proceso de purificacion de viriones, se obtuvo una
suspension blanquecina de extractos crudos donde estuvieron incluidos los

viriones (Figura 32).

Figura 32. Suspensién de viriones obtenida.

Las concentraciones de proteina viral (viriones) obtenidas se muestran en el
cuadro (Cuadro 14). Aunque las concentraciones fueron diversas, por ejemplo:
TLAX con £ 100 mg.mL"'y ZAC_SE con * 38 mg.mL", no necesariamente
implican la capacidad patogénica del virus, dado que la inoculacion fue mecanica
y por lo tanto la cantidad de viriones que desencadenaron la infeccion fue
desconocida. Los rangos de los valores de absorbancia obtenidos (1.2) indicaron
que los extractos tuvieron la suficiente pureza para su utilizacién posterior, ya que
la pureza ideal es de 1.1 — 1.7 (Mosch et al., 1973). Es importante aclarar lo
anterior, dado que el objetivo de esta purificacion fue ajustar las concentraciones
de particulas virales para su uso en inoculaciones posteriores sin interferencias

de compuestos secundarios provenientes del tejido vegetal donador.
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Cuadro 14. Concentraciones de proteinas (viriones) obtenidas al medir la
absorbancia (260/280) de los extractos obtenidos de cada una de las fuentes

de infeccion.
Muestra Protema Absorbancia
(mg.mL"")

MAE 62.568 1.24
MAE_R 62.653 1.24
MICH 74.478 1.23
MICH_R 74.966 1.23
MOR 83.971 1.22
MOR_R 83.46 1.22
OAX 51.73 1.22
OAX_R 50.705 1.22
QRO 65.082 1.22
QRO_R 65.293 1.22
SIN 94.643 1.21
SIN_R 96.326 1.21
SLP 80.263 1.22
SLP_R 121.695 1.23
TLAX 101.456 1.21
TLAX_R 100.787 1.22
XCH 54.05 1.21
XCH_R 62.002 1.23
ZAC 49.924 1.21
ZAC_R 51.137 1.21
ZAC_SE 39.472 1.23
ZAC_SE R 37.408 1.23

Determinacion de Ia cantidad de viriones a inocular

Como resultado de las tres concentraciones evaluadas, la concentracion de 0.1

mg.mL™", las lesiones se mantuvieron separadas (Figura 33a). La concentracién

de 0.5 mg.mL™" genero lesiones necroéticas separadas, que en raras ocasiones

llegaron a calecer (Figura 33b). En la de 1.0 mg.mL™" ocasiond lesiones locales

necréticas demasiado cercanas entre si, lo que provocd que se unieran,

causando el secado (Figura 33c). La concentracion de 0.5 mg.mL™" se eligio

como la mas idénea para ser inoculada en los ensayos bioldgicos posteriores de

este estudio, dado que se busco una infeccion controlada; ademas de que fue la

mas cercana a lo reportado previamente (Nourinejhad-Zarghani et al., 2022,

2024).

155



Figura 33. Lesiones necroticas obtenidas a partir de tres concentraciones virales. A)
testigo; B) concentracion de 0.1 mg-mL™"; C) concentracion de 0.5 mg-mL™"; y D) concentracion
de 1.0 mg-mL™.

Inoculacién de plantas diferenciales

La respuesta de las plantas frente a la infeccién fue de dos tipos: lesiones locales
y sintomas sistémicos. El primero correspondié a sintomas locales, los cuales se
registraron entre 3 y 6 dias después de la inoculacién en las hojas inoculadas;
mientras que el segundo correspondié a sintomas sistémicos, observados entre

10 y 30 dias después de la inoculacién.
Sintomas locales

C. amaranticolor, D. stramonium, N. glutinosa y N. virginia presentaron sintomas
de lesiones locales cloréticas hasta necréticas en un periodo de tres a seis DPI
frente a las 11 fuentes de infeccion (Cuadro 15); lo que indicod una reaccién de
hipersensibilidad debida a la activacion de mecanismos de defensa y tipica para

tobamovirus en estas especies.

En C. annuum, nueve de las once fuentes de infeccion no indujeron sintomas
locales, unicamente los aislamientos ZAC y MOR. Del mismo modo, P. floridana

con MOR y N. benthamiana, donde unicamente el aislamiento ZAC_SE indujo el
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sintoma. ElI comportamiento de N. occidentalis fue similar: solo MOR, TLAX y

ZAC indujeron lesiones locales cloréticas.

El contraste ocurrié en N. rustica, nueve de las fuentes de infeccidn reaccionaron
con este sintoma y solo TLAX y SIN reaccion. Del mismo modo, S. melongena,
ocho con reaccién y tres sin reaccion (MOR, SLP y XCH). En C. album nueve con

reaccion y dos sin reaccion (SLP y TLAX).
N. clevelandiiy S. lycopersicum no desarrollaron sintomas locales evidentes.

La variabilidad observada en la expresion de sintomas locales sugirio diferencias
en la interaccion entre las fuentes de infeccion y las distintas plantas
diferenciales. Estas respuestas podrian reflejar variaciones en la capacidad de
las fuentes de infeccion para evadir (por ejemplo, la relacion TLAX y SIN en N.
rustica) o activar los mecanismos de defensa de las plantas (por ejemplo, ZAC y
MOR en C. annuum), debido a modificaciones en su genoma. La expresion de
este tipo de sintomas también puede ser debida a altas cargas virales, que
podrian provocar que las células entren en estrés oxidativo y ocasionar la muerte
celular aun sin que la planta posea genes de resistencia reportados (por ejemplo,
MOR en P. floridana).
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Cuadro 15. Sintomas locales inducidos por las diferentes fuentes de infeccion de T. fructirugosum en plantas indicadoras.

FUENTES DE INFECCION

PLANTAS INDICADORAS Clado 1 Clado 2 Clado 3

TEST MOR MAE TLAX XCH MICH OAX SIN ZAC QRO ZAC_SE SLP
Capsicum annuum NPS LLN NPS NPS NPS NPS NPS NPS LLN NPS NPS NPS
Chenopodium album NPS LLC LLC NPS LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC NPS
Chenopodium amaranticolor NPS LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC
Datura metel NPS LLN NPS NPS LLN LLN LLN LLN NPS LLN NPS LLN
Datura stramonium NPS LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN
Nicotiana benthamiana NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS LLC NPS
Nicotiana clevelandii NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS
Nicotiana glutinosa NPS LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN LLN
Nicotiana occidentalis NPS LLC NPS LLC NPS NPS LLC NPS LLC NPS NPS NPS
Nicotiana rustica NPS LLC-LLN LLC NPS LLC LLC LLC NPS LLC LLC LLC-LLN LLC-LLN
Nicotiana tabacum NPS NPS LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC LLC
Nicotiana virginia NPS LLN LLN LLN LLN LLN  LLC-LLN LLN LLN LLN LLC-LLN LLN
Physalis floridana NPS LLN NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS
Physalis philadelphica NPS NPS NPS NPS NPS NPS LLN LLN NPS NPS LLN LLN
Solanum lycopersicum NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS
Solanum melongena NPS NPS LLN LLN NPS LLN LLN LLN LLN LLN LLN NPS

NPS: No presenté sintomas; LLN: Lesiones locales necroticas; LLC: Lesiones locales cloréticas; LLC-LLN: Lesiones locales

clordticas que evolucionaron a lesiones locales necréticas.
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Sintomas sistémicos

Las plantas inoculadas con cada una de las once fuentes de infeccién
tuvieron respuestas que incluyeron desde lo asintomatico, clorosis,
deformacion y necrosis, en diferentes proporciones (Cuadro 16) (Apéndice
A, Figura 47 - 62). En primer lugar, destacan D. stramoniumy S. melongena
en las que no se observaron sintomas tras la inoculaciéon en el periodo
evaluado (30 DPI) bajo las condiciones imperantes del estudio. La ausencia
de sintomas en estas especies sugiere la presencia de mecanismos de
defensa que podrian dar respuestas de tolerancia o resistencia limitando la
multiplicacion viral o su movimiento sistémico dentro de la planta, sin
necesariamente desencadenar respuestas evidentes (Majumdar et al.,

2023) bajo las condiciones de establecimiento de este ensayo.

Por otra parte, en C. amaranticolor solo cuatro (MOR, MICH, TLAX y MAE)
provocaron lesiones cloréticas sistémicas y siete de las fuentes de infeccién
no indujeron sintomas visibles. Este comportamiento de las fuentes de
infeccion también se observo en N. virginia: deformacion y moteado con
QRO; lesiones necrodticas sistémicas con ZAC; necrosis de nervaduras con
XCH, SLP, MAE, TLAX y OAX; y ZAC_SE, SIN, MICH y MOR no generaron
sintomas sistémicos visibles (Cuadro 16). Un comportamiento similar se
presentd en las plantas de mayor importancia agricola (C. annuum y S.
lycopersicum) que, aunque el sintoma predominante fue el moteado,
acompanado de ampulas y deformacion foliar; ZAC en C. annuum presento
necrosis de nervaduras y SLP en S. lycopersicum, jaspeado. Lo anterior
evidencia la variabilidad patogénica de las fuentes de infeccidn expresada
en distintos niveles de agresividad, dado que todas las plantas inoculadas
tuvieron las mismas condiciones de cultivo y solo vario la fuente de
infeccion. Este fendmeno coincide con reportes previos en los que se
propuso que diferentes fuentes de infeccion se pueden adaptar a diversos

hospedantes (Gomaa & Garcia-Ruiz, 2025).
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Lo anterior indico que la respuesta de las plantas diferenciales ante la
inoculaciéon de las 11 fuentes de infeccidon fue variable sin mostrar un
agrupamiento. Y no se puede correlacionar con los clados formados en la

reconstruccion filogenética ni con el numero de sustituciones que presenta.

La ausencia o atenuacién de sintomas sistémicos en hospedantes como S.
melongena y, para ciertos aislados, C. amaranticolor, sugiere la presencia
de resistencia parcial o tolerancia que limita la acumulacion o la
diseminacion del virus. Esto refuerza la importancia de integrar los analisis
biolégicos y moleculares para comprender la variabilidad presente dentro

de la poblacion viral estudiada.
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Cuadro 16. Sintomas sistémicos inducidos por las diferentes fuentes de infeccion de T. fructirugosum en plantas indicadoras.

PLANTAS INDICADORAS Clado 1 Clado 2 Clado 3
TEST MOR MAE TLAX XCH MICH OAX SIN ZAC QRO ZAC SE SLP
; MOT, MOT, CS, MOT,
Capsicum annuum NPS MOT AMP MOT MOT MOT CS, MOT cLO NN MOT AMP MOT
DEF
, DEF, MOT, AMP, ! MOT, MOT,
Chenopodium album NPS MOT MOT DEF DEF DEF MOT MOT l\:ﬁ; DEF MOT, AMP JAS
Chenopodium amaranticolor = NPS LCS LCS LCS NPS LCS NPS NPS NPS NPS NPS NPS
Datura metel NPS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Datura stramonium NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS
. . . MOT, DEF, CLO, DEF, CLO, DEF, CLO,
Nicotiana benthamiana NPS AMP MOT DEF AMP NS AMP cLO NS DEF MOT, AMP DEF
. . . LCS, LCS, MOS, CLO, CLO, DEF,
Nicotiana clevelandii NPS NS DEF NS DEF DEF DEF DEF MOS MOS DEF, MOS
Nicotiana glutinosa NPS NPS DEF NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS
MOS, CLO, MOS, CLO, JAS, LNS,
Nicotiana occidentalis nps uas,  2EF f_’:‘\% MOS, f_’:‘\% JAS, MOS, 0L DEF, AWP,JAS  DEF,
LNS JAS LNS DEF LNS MOS
. . . DEF, LNS, LNS, DEF, DEF, DEF, DEF, DEF,
Nicotiana rustica NPS AMP DEE DEE LNS MOT DEF MOT LNS LNS DEF, AMP DEF
Nicotiana tabacum NPS  LNS  MOS MOS  MOT MOS MOS '\jgg ' MOS  MOT MOS MOT
Nicotiana virginia NPS NPS NN NN NN NPS NN NPS LNS E/IEOEI' NPS NN
. . MOS, MOS, DEF, DEF, DEF, MOT, DEF, AMP,
Physalis floridana NPS CAL MOS CAL MOT DEF MOS CAL MOS MOS CAL MOS
Physalis philadelphica NPS NPS MOS MOS MOS MOS NPS NPS NPS MOS NPS NPS
DEF AMP
. DEF, DEF, MOT, ! ’ AMP, MOT, AMP, DEF,
Solanum lycopersicum NPS MOT MOT DEF I\Aﬁ; II\DIIE)EF MOT DEF MOT DEF MOT DEF
Solanum melongena NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS NPS

NPS: No presenté sintomas; CS: Clorosis sistémica; NS: Necrosis sistémica; MOT: Moteado; AMP: Ampulas; DEF: Deformacion; CAL:
Calico; MOS: Mosaico; JAS: Jaspeado; LCS: Lesiones clordticas sistémicas; LNS: Lesiones necréticas sistémicas; NN: Necrosis de
nervaduras; CLO: Clorosis.
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En el cuadro 17 se resume el comportamiento de las 11 fuentes de infeccidén con
respecto a analisis filogenético, SNP detectados y sintomas locales y sistémicos.
Donde se observa la ausencia de correlacidon entre los parametros evaluados hasta
este punto del estudio; sin embargo, siete de las fuentes de infeccion presentaron
al menos una reaccién diferente en alguna planta diferencial con respecto a los
sintomas locales; mientras que SIN (JAS), ZAC (NN, LNS), QRO (DEF, MOT) y SLP
(AMP) presentaron al menos una reaccion distinta en los sintomas sistémicos. Es
importante poner atencion que estas fuentes de infeccion presentaron de cuatro a
cinco SNP (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comportamiento de las 11 fuentes de infeccion con respecto a analisis
filogenético, SNP detectados y sintomas locales y sistémicos diferenciales en la
planta que los presento.

Polimorfismos

Filogenia (SNPs) Sintomas
Clado I_=uente_ fje Cantidad Sintomas locales §|n!on_1as
infeccion sistémicos
MAE 4 SD* SD
TLAX 5 NPS/ N. rustica SD
1 XCH 2 NPS/ S. melongena SD
LLN/ C. annuumy P.
MOR 1 floridana; NPS/ S. SD
melongena
MICH 1 SD SD
OAX 2 SD SD
SIN 4 NPS/ N. rustica JAS/N.
> tabacum
NN/ C.
annuum,
ZAC 5 LLN/ C. annum LNS/ N.
virginia
DEF, MOT/
e 8 o2 N. virginia
3 ZAC_SE 4 LLC/ N. benthamiana SD
SLP 4 NPS/ S. melongena AM.P I P.
floridana

*Sin diferencias entre fuentes de infeccion;
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A pesar de lo anterior, es dificil predecir una relacién directa entre los clados-numero
de SNP-sintomatologia. La estructura filogenética, solo refleja las relaciones
evolutivas entre los aislamientos. Del mismo modo, los SNP identificados son
insuficientes para declarar que estan involucrados en la expresion de sintomas,
porque solo se analizo el 26.5% del genoma; sin embargo, estudios mas amplios
han demostrado que la variabilidad de SNP a lo largo del genoma esta asociada al
comportamiento del virus en las plantas, como se demostrd en la relacion de este
virus con cultivares de jitomate donde solo un SNP (MP: H67) rompid la resistencia

que prevalecio durante mas de 60 afios (Hak et al., 2023).

En conjunto, estos resultados confirman la existencia de variabilidad genética, y
aminoacidica en el fragmento del genoma (1,696 nucleétidos) analizado en este
estudio. La inoculacion de las 11 fuente de infeccion en diferentes hospedantes
mostro diferente comportamiento expresado en sintomas (Cuadro 17); esta
variacion observada podria estar determinada por SNP especificos o por
combinaciones de estos (Hak et al., 2023; S. Zhang et al., 2026).

Estos resultados indicaron que las 11 fuentes de infeccion tienen comportamientos
moleculares y sintomaticos diversos, por lo que fueron insuficientes para discriminar
entre ellos y asi elegir las candidatas para continuar el estudio. Otro ensayo
enfocado al mismo objetivo fue la determinaciéon de su comportamiento a nivel de
carga viral en tres especies de solanaceas de importancia en investigacion (N.

occidentalis) y econdmica (S. lycopersicumy C. annuum).

4.4.3 Evaluacion de las fuentes de infeccion en diferentes hospedantes
mediante RT-qPCR

Evaluacién en S. lycopersicum

En la evaluacion de las 11 fuentes de infeccion en tomate (S. lycopersicum) (Cuadro
18), el control positivo presentd un valor de Ct = 12.75, lo que confirmé
funcionamiento de la reaccién; de manera paralela, el control negativo mostré una

amplificacion tardia (Ct = 32.22) y el NTC un valor de 33.02, ambos cercanos al
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limite de deteccidn de lo establecido por la autoridad fitosanitaria (CNRF, 2022).
Este resultado podria explicarse por amplificaciones inespecificas o degradacién de

la sonda fluorogénica.

Cuadro 18. Comparacion de valores de Ct en S. lycopersicum, C. annuum 'y N.
occidentalis, para distintas fuentes de infeccion.

Ciclo threshold (Ct)

Muestra

Clado S. lycopersicum  C. annuum N. occidentalis

Control Positivo 12.75 9.75 10.85
MOR 15.99 26.68 16.96

1 MAE 22.68 14.39 20.43
TLAX 16.38 30.01 21.38
XCH 14.33 18.2 19.56
MICH 17.38 14.04 16.66

5 OAX 15.77 13.55 20.01
SIN 16.07 14.61 15.1
ZAC 16.44 13.9 19.49
QRO 15.46 13.38 15.26

3 ZAC SE 13.37 31.3 17.73
SLP 18.07 304 20.71
NTC* 33.02 33.49 33.95
“ontrol 32.22 N/A™ N/A

egativo

* No Template Control: reaccién que contiene todos los componentes de la gPCR, excepto el
cDNA molde.

** No amplificé.

Todas las fuentes de infeccidn evaluadas presentaron amplificacion antes del

control negativo, del NTC y antes del ciclo 32 (umbral establecido como limite), lo
que confirma la presencia del virus en las plantas de tomate inoculadas. Sin
embargo, se observaron diferencias en los valores de Ct entre las distintas fuentes
de infeccion, lo que indica variaciones en las cantidades relativas del acido nucleico

viral y por lo tanto el nivel de infeccidon en este hospedero.

Las fuentes de infeccién ZAC_SE y XCH presentaron los valores de Ct mas bajos
(13.37 y 14.33, respectivamente), lo que indicé que son las fuentes de infeccidén que
alcanzaron mayor concentracion viral en los tejidos vegetales analizados. De
manera similar, las fuentes QRO, OAX, MOR, SIN, TLAX y ZAC mostraron valores

de Ct entre 15.46 y 16.44, evidenciando niveles elevados de replicacion y
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transcripcion del genoma viral. Por otro lado, las fuentes MICH y SLP presentaron
valores mayores (17.38 y 18.07), lo que sugiere actividad viral menor. En contraste,
la fuente MAE mostré el valor de Ct mas alto (22.68), evidenciando la mas baja

actividad viral en comparacion con las demas muestras.

Estos resultados, aunados a los datos obtenidos en este estudio con respecto al
analisis filogenético (Figura 29), la caracterizacion de SNPs (Cuadro 13) y el
comportamiento en otros hospedantes (Cuadro 17) revelaron que las fuentes de
infeccion tuvieron Ct heterogéneos en este hospedante, relacionados

probablemente al nivel de replicacién y transcripcion del genoma del virus.
Evaluacién en C. annuum

En C. annuum las fuentes QRO (13.38), OAX (13.55), ZAC (13.9), MICH (14.04),
MAE (14.39) y SIN (14.61) presentaron los valores de Ct mas bajos, indicando una
alta concentracién del acido nucleico viral en el tejido analizado. De manera similar,
la fuente XCH mostré un valor Ct de 18.2, lo que lo relaciona con el grupo anterior;
en contraste, las fuentes MOR, TLAX, SLP y ZAC_SE presentaron valores de Ct
mas altos (26.68, 30.01, 30.4 y 31.3, respectivamente), o que indicd6 una menor
concentracion de acido nucleico viral y, por lo tanto, menor taza de replicacion y

transcripcion.

Es importante resaltar que, en este hospedante, hay una correspondencia del
agrupamiento mediante el analisis filogenético (Figura 29, Clado 2) que incluye las
fuentes de infeccion: MICH, OAX, SIN y ZAC, que presentaron Ct cercanos (13.5 —
14.6) (Cuadro 18); lo anterior revelé que estas fuentes de infeccién tienen un
comportamiento similar en su interaccion con las células del hospedante al
apoderarse de los precursores en las rutas metabdlicas de los acidos nucleicos.
Ademas, es de sefalar que la mayoria de los SNPs detectados en este clado

filogenético se ubicaron en la secuencia que codifica para la MP.
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Evaluacion en N. occidentalis

En N. occidentalis todas las muestras de cDNA analizadas provenientes de las
fuentes de infeccidn presentaron amplificacién antes del NTC (Cuadro 18), lo que
confirmé la presencia de las secuencias blanco. Sin embargo, se observaron
diferencias en los valores de Ct entre ellas (en un rango de 15.1 - 21.38), lo que
indicd variaciones en la concentracion de la secuencia blanco y por ende de los
acidos nucleicos virales en el hospedero: la fuente de infeccion SIN (15.1) presento

el valor mas bajo y TLAX (21.38) el valor mas alto.

Este rango tan estrecho presentado en las muestras obtenidas de este hospedante
inoculado con las fuentes de infeccion en estudio, no permite una separacion
consistente y por lo tanto una correlacion con las variables previamente evaluadas:
analisis filogenético (Figura 29), la caracterizacion de SNPs (Figura 31) y el
comportamiento en otros hospedantes (Cuadro 17). Por otro lado, y contrastando
lo que ocurrié en las muestras de S. lycopersicum, donde a pesar de que el rango
de Ct fue similar (13.37 - 22.68) si permitié6 una correlaciéon. En contraste con C.
annuum, donde a pesar de que se obtuvo un rango amplio de Ct (13.38 - 31.3) no
se encontré una correlacion con los parametros previamente estudiados; sin
embargo, se evidencio la agrupacién de los Ct que amplificaron del 13 al 18 (QRO,
OAX, ZAC, MICH, MAE, SIN y XCH) y los que amplificaron del 26 al 31 (MOR,
TLAX, SLP y ZAC_SE).

Las variaciones en los Ct podrian estar relacionadas con diferencias en la capacidad
replicativa de los aislados virales o con la interaccion especifica entre cada fuente
de infeccion y el hospedero. Asimismo, la variabilidad en la acumulacién viral podria
reflejar diferencias genéticas previamente observadas entre las fuentes de

infeccion, lo que podria influir en su comportamiento biolégico en este hospedante.
4.5 CONCLUSIONES

Las 11 fuentes de infeccion analizadas se agruparon en clados filogenéticos

diferenciados. Las secuencias analizadas del ORF que codifica para la MP
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concentraron el mayor porcentaje de variabilidad genética, probablemente debida a
procesos de diversificacion intraespecifica que podrian conducir a una adaptacion

local.

Las regiones parciales amplificadas y secuenciadas de los ORFs que codifican para
RdRp, MP y CP mostraron variacion nucleotidica detectable mediante SNPs
sinénimos y no sindnimos en dominios funcionales, lo que podria tener un impacto
en procesos clave como la replicacion, transcripcidon, movimiento célula a célula,
encapsidacion, la estabilidad del virus y la respuesta a la defensa celular. Este es el
primer estudio en México que propone una alternativa a la secuenciacion de

genoma completo.

Las plantas diferenciales inoculadas difirieron en la respuesta frente a las fuentes
de infeccidn mostrando diferentes niveles de incidencia-severidad: desde ausencia
en la expresion de sintomas, hipersensibilidad, hasta expresiones sistémicas, lo que
indicé diferente comportamiento aun entre fuentes de infeccion genéticamente
cercanas agrupados en el analisis filogenético. Este estudio se situa como el
primero donde se realizé una caracterizacion bioldégica completa de este virus a

partir de viriones purificados y concentraciones estandares.

Las infecciones sucesivas inducen mutacion en el genoma del virus. Esto se
demostrd con las fuentes de infeccion MAE-MICH ya que MICH se ubicé en un clado
diferente y se comporté biolégicamente diferente a MAE, aun cuando el origen de
MICH fue MAE.

De manera general, la cuantificacion indirecta de la carga del acido nucleico viral en
S. lycopersicum, N. occidentalis y C. annuum, dada por los Ct en RT-gPCR, mostré
patrones de acumulacion de fluorescencia distintos entre fuentes de infeccion y
hospedantes, sugiriendo interacciones especificas hospedero—aislamiento. Este es
el primer estudio donde se evaluaron, mediante RT-gPCR, diversas fuentes de
infeccion en hospedantes de importancia econémica y, ademas, partiendo de

concentraciones especificas de viriones purificados.
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Este es el primer estudio en donde se reporta la concentracion idonea para

desencadenar una infeccion sistémica [0.5 mg.mL-"].

En conjunto, las evidencias moleculares y bioldgicas demostraron que las fuentes
de infeccion mexicanas de T. fructirugosum en estudio, tuvieron un comportamiento
heterogéneo dependiente de la interaccion con los hospedantes y probablemente
influenciado por modificaciones en el genoma del virus. Situando a esta

investigacion como la pionera en este aspecto.

Estas caracteristicas moleculares y biologicas heterogéneas impidieron la
discriminacion precisa de las fuentes de infeccion analizadas, por lo que se decidid
utilizar todas para evaluar su interaccion con diferentes variedades de S.

melongena.
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CAPITULO 5. RESPUESTA DE Solanum melongena L. ANTE
DIVERSAS FUENTES DE INFECCION DE Tobamovirus
fructirugosum BAJO INVERNADERO

51 RESUMEN

La berenjena (Solanum melongena) es una hortaliza de importancia econémica y
nutricional mundial, con bajo contenido calorico, gran aporte de compuestos
antioxidantes y creciente relevancia en sistemas horticolas intensivos y de
exportacién. En cuanto a su susceptibilidad a Tobamovirus fructirugosum, existe
controversia al respecto; ya que algunos estudios indican que no es susceptible,
mientras que otros han documentado infecciones positivas. Con base en estas
discrepancias, se establecieron tres ensayos en invernadero para evaluar el efecto
de diferentes fuentes de infeccidn de T. fructirugosum mexicanas sobre cinco
variedades de S. melongena. La infeccion se confirmé mediante RT-qPCR a los 25
dias después de la inoculacion, al igual que los sintomas, y tres meses después se
determind la biomasa seca de las plantas. Los datos de biomasa seca se analizaron
mediante analisis de varianza y comparaciones multiples de medias. En el primer
ensayo, bajo temperaturas maximas promedio cercanas a 25 °C, ninguna de las
plantas inoculadas super6é el umbral de deteccién establecido por la autoridad
fitosanitaria. En los ensayos posteriores, realizados en temperaturas mayores, las
proporciones de incidencia oscilaron entre el 75% y el 100%, lo que se atribuyé a
una reduccion en la eficacia de los mecanismos de resistencia bajo condiciones de
alta temperatura; los valores de Ct evidenciaron diferencias tanto entre fuentes de
infeccion como entre variedades, sugiriendo distintos grados de interaccion planta-
patdgeno. La expresion de sintomas fue consistente con los patrones de carga viral,
variando desde plantas asintomaticas con Ct elevados hasta plantas con
amarillamiento, moteado y lesiones necréticas asociadas a Ct bajos. La evaluacién
de biomasa seca evidencié variabilidad dependiente de la fuente de infeccion, la
variedad evaluada asi como la interaccién de estas. En conjunto, estos resultados

indicaron que T. fructirugosum tiene la capacidad de infectar a S. melongena y que
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el impacto de la infeccién estuvo modulado por la interaccién fuente de infeccion-

variedad y que las condiciones de temperatura pueden influir en la patogénesis.

Palabras clave: Solanum melongena, Tobamovirus fructirugosum, sintomas,

variedades y condiciones ambientales.
5.2 INTRODUCCION

La berenjena (Solanum melongena) es la tercera hortaliza solanacea de mayor
importancia econdmica, solo superada por S. tuberosum y S. lycopersicum
(FAOSTAT, 2026). Es originaria del subcontinente indio y con una larga historia de
cultivo en Asia y el Mediterraneo (Page et al., 2019). Este cultivo se produce
principalmente en sistemas horticolas intensivos bajo invernadero y a cielo abierto,
con una superficie de cultivo en expansioén tanto a nivel nacional como internacional
(FAOSTAT, 2026). Su fruto es apreciado por su bajo contenido caldrico, aporte de
fibra dietética, compuestos fendlicos con actividad antioxidante y versatilidad
culinaria, lo que lo posiciona como un componente relevante en dietas de diversas
culturas (Gurbuz et al., 2018). A nivel global, el principal pais productor es China con
de Sinaloa concentra la mayor superficie productiva de este cultivo (DGSIAP, 2025).
En este estado el cultivo de S. melongena, por sus requerimientos agroecolégicos,
comparte nicho productivo, practicas de manejo y cadenas de distribuciéon comercial
con otros hospedantes solanaceos de T. fructirugosum de importancia agricola,
entre ellos tomate (S. lycopersicum) y pimiento (C. annuum). En este contexto,
determinar si S. melongena forma parte del rango de hospedantes susceptibles de
T. fructirugosum es una cuestion de relevancia epidemiolédgica. En estudios previos
la evidencia publicada es contradictoria: varios estudios han reportado que esta
especie no es susceptible al virus (Chanda et al., 2021; Luria et al., 2017; Panno
et al., 2019); por otro lado, otros trabajos han documentado infecciones positivas en
este cultivo (Kubota et al., 2023; Matsushita et al., 2024; Yan et al., 2021; Zamora
et al., 2025). Esta falta de consistencia entre estudios podria estar relacionada con
diferencias en el genotipo de las variedades evaluadas, las fuentes de infeccion

empleadas y, muy probablemente, con las condiciones ambientales imperantes
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durante los bioensayos, dado que se ha demostrado para otros tobamovirus que las
respuestas de resistencia mediadas por genes de la familia NB-LRR son funcionales
unicamente por debajo de determinados umbrales térmicos; en especifico, el gen N
en N. xanthi-nc condiciona la resistencia frente a T. tabaci solo por debajo de los 28
°C, ya que a temperaturas superiores queda reprimida tanto la respuesta
hipersensible como la restriccion de la infeccion (Kiraly et al., 2008; Zheng et al.,
2024; Zhou et al., 2025).

En S. melongena, no se ha identificado hasta la fecha la presencia de genes que
otorguen resistencia especifica contra los tobamovirus. Sin embargo, debido a su
estrecha relacion filogenética con otras especies de solanaceas donde si se han
descrito genes de resistencia, es razonable suponer que S. melongena podria
contar con genes ortologos a los que confieren resistencia como en S. lycopersicum
(Tm-1, Tm-23), C. annuum (L1, L2, L3, L4), tabaco (N) (Kiraly et al., 2008; Zheng
et al., 2024) y otras plantas del género Solanum (Topcu et al., 2025).

La determinacion de la respuesta de S. melongena frente a T. fructirugosum es
fundamental para conocer su papel en la epidemiologia del virus. Esta respuesta
podria esta mediada por una interaccién especifica hospedero-patégeno. En la que
la respuesta podria estar dada por el fondo genético representado por variedades y
en el caso del patégeno por las cuasiespecies, todo ello influenciado por las
condiciones ambientales. Por lo anterior, destaca la importancia de evaluar
diferentes variedades de S. melongena frente a diversas fuentes de infeccién de T.
fructirugosum, especialmente aquellas con variabilidad genémica confirmada. En
este estudio se analizaron simultaneamente la respuesta de este cultivo mediante
la expresion de sintomas, la dinamica de acumulacion viral por RT-gPCR vy el
impacto en la biomasa seca total, con el fin de comprender su papel potencial en la

epidemiologia de T. fructirugosum y caracterizar el patosistema.
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5.3 MATERIALES Y METODOS
5.3.1 Lugar de experimentacion

Los experimentos se llevaron a cabo en el invernadero de virologia del

Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo.

5.3.2 Material biolégico

Variedades utilizadas
Las variedades de Solanum melongena fueron: Larga Blanca (V1), Black Beauty
(V2), Asiatica (V3), Larga Violeta (V4) y Listada de Gandia (V5) obtenidas de la

comercializadora de semillas Huerto ASPIC.
Fuentes de infeccion

En el primer ensayo se utilizaron 11 (Cuadro 7) fuentes de infeccién que fueron
seleccionadas a partir de la identificacion por RT-PCR del ORF que codifica para la
RdRp (Capitulo 3). En el segundo ensayo se utilizaron 10 fuentes de infeccion
previamente caracterizadas, molecular y bioldégicamente en el Capitulo 4; la
discriminacion de una fuente de infecciéon (MICH) fue basada en que su origen fue

MAE (MICH proviene de inoculaciones sucesivas a partir de MAE).

En el tercer ensayo se utilizaron 5 fuentes de infeccion (MAE, MOR, SIN, SLP y
TLAX) esta eleccién estuvo basada en el comportamiento que tuvieron en la

caracterizacion molecular y bioldgica (Figura 29, Cuadro 15 y Cuadro 16).

5.3.3 Establecimiento de plantas

Preparacion del sustrato

El sustrato para el establecimiento de los semilleros fue peat moss esterilizado en
autoclave por 4 horas a 121 °C (15 Ib.plg™'), mientras que el sustrato utilizado en el
trasplante fue una mezcla 1:1:1 de tierra de monte, peat moss y vermiculita,

previamente tratada mediante vapor durante cinco horas.
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Establecimiento de semilleros y trasplante

Las semillas se germinaron en charolas de 200 cavidades. Una vez que las
plantulas desarrollaron dos hojas verdaderas, se trasplantaron de manera individual

a bolsas de polietileno color negro de 5 L.
Mantenimiento de plantas

Durante cada ciclo experimental, las plantas recibieron solucion nutritiva Steiner al
50% cada ocho dias. El riego se realizdé con agua filtrada (Filtro: Hydro-Pur Ultra,
cat. No. PST-02); de forma paralela, se monitore6 diariamente la temperatura
maxima y minima mediante un datalogger (Elitech, Cat. No. GSP-6Pro), con el fin
de registrar las condiciones ambientales predominantes en el invernadero. La
presencia de organismos plaga se monitore6 con trampas amarillas y al momento
del riego. La presencia de plagas fue controlada mediante productos comerciales
(Confidor® 350 SC i. a. Imidacloprid)

5.3.4 Inoculacién de las fuentes de infeccion

Las plantas fueron inoculadas cuando presentaron entre cuatro y cinco hojas
verdaderas. La inoculacion se realizé por infiltracion en el envés de la hoja,
utilizando una aguja de insulina. La cantidad y concentracion de inéculo fueron las

previamente establecidas (capitulo 3, punto 4.4.2).

5.3.5 Establecimiento de los ensayos

El disefio experimental empleado fue parcelas divididas (split-plot), donde el factor
principal correspondio a la fuente de infeccidn y el subfactor a la variedad evaluada.
Cada unidad experimental consistié en una planta. El experimento se repitié en tres
épocas diferentes (Cuadro 19) con el fin de corroborar el comportamiento del virus

con S. melongena.

Cuadro 19. Fechas de inicio y termino de los bioensayos.

Repeticion Fecha de inicio Fecha de termino
Primera 01/08/2024 30/08/2024
Segunda 13/03/2025 15/06/2025
Tercera 03/07/2025 03/11/2025
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5.3.6 Determinacion de la infeccién

El establecimiento de la infeccion viral se evalué 25 DPI. Para esto, se colectaron
muestras foliares de cada unidad experimental. El analisis por RT-qPCR consistio
en la extraccion de RNA total, sintesis de cDNA y la amplificacion y cuantificacion
por qPCR (Puntos 3.3.2 , 3.3.4 y 4.3.3 respectivamente). Las hojas infiltradas se
marcaron con un anillo de papel plastificado, con el fin de monitorear la respuesta

local.

5.3.7 Evaluacién de la sintomatologia

La sintomatologia fue registrada a partir de los 25 DPI| mediante camara fotografica
integrada a smartphone (Xiaomi Redmi Note 10 Pro). Para conservar la uniformidad
de las fotografias, las hojas sintomaticas se colocaron sobre un fondo negro y asi
evidenciar el contraste de los sintomas. Las imagenes obtenidas fueron procesadas
mediante la aplicacion de ajustes globales de brillo y contraste (+20% en ambos
parametros), aplicados de manera uniforme a todas las fotografias, con el objetivo
de estandarizar su presentacion sin alterar la interpretacion de los sintomas

observados.

5.3.8 Evaluacion de la biomasa

La biomasa seca es un indicador del efecto de los tratamientos sobre el crecimiento
de las plantas y, de manera indirecta, del impacto de la infeccion viral (Hull, 2013;
Pérez-Moreno et al., 2008). Para la evaluacion de este parametro, tres meses
después de la inoculacion, las plantas se extrajeron cuidadosamente eliminando el
sustrato adherido a las raices con la ayuda de agua corriente. Posteriormente, el

material vegetal se coloco en condiciones de invernadero para secado.

Una vez alcanzado el peso constante, la biomasa seca se determiné utilizando una
balanza de precision (OHAUS Scout Pro, Cat. No. SPU402). Los datos del peso

generados se registraron en hojas de calculo de Microsoft Excel.

180



Analisis preliminar de promedios

Los datos de biomasa seca se capturaron en una hoja de calculo y a partir de ella
se realizaron analisis para relacionar los promedios de biomasa-fuentes de infeccion
y relacion de biomasa-variedad; utilizando la herramienta “Tablas dinamicas”
incluida en el software Excel. Posteriormente y con el fin de corroborar este analisis

se realiz6 la estadistica rigurosa.
Anadlisis estadistico

Los datos de biomasa capturados se analizaron con el software SAS (Statistical
Analysis System) (SAS OnDemand for Academics) empleando analisis de varianza
(ANOVA) segun el disefio factorial de parcelas divididas para determinar la
presencia o ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. La existencia de esas diferencias se caracterizd mediante la

comparacion de medias (a = 0.05).

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION
5.41 Bioensayo uno

Ciclos Ct obtenidos a partir de qPCR

Las plantas inoculadas en el primer ensayo, donde se presentaron temperaturas
maximas promedio de 25.27 °C (Apéndice C, Figura 66), resultaron negativas en
la evaluacion mediante RT-qPCR dado que la totalidad de las muestras presentaron
valores de ciclos de cuantificacion (Ct por sus siglas en inglés, Cycle Threshold)
superiores al ciclo 32 (Cuadro 20), umbral establecido como criterio de negatividad
en el protocolo estandarizado y autorizado por el CNRF para la deteccion de este
virus (CNRF, 2022). Este resultado coincidié con la caracterizacion bioldgica
previa(Cuadro 16, capitulo 3), sin embargo, cabe aclarar que en ese ensayo solo

se caracterizo la respuesta de S. melongena incluida como planta diferencial.
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Cuadro 20. Ciclos de cuantificacion obtenidos a partir de gPCR de muestras de
cDNA obtenido de plantas de S. melongena inoculadas con las 11 fuentes de
infeccion.

Muestra Ct

Control positivo 15.79
ZAC_SE 32.22
ZAC 33.56
MICH 33.73
XCH 34.06
QRO 34.24
MOR 34.47
SIN 34.56
MAE 35.00
TEST 35.17
SLP 35.32
TLAX 35.53
OAX 36.15
NTC 34.05

Mediante este criterio se determiné que las plantas inoculadas no mostraron
infeccion y por lo tanto se detuvo la evaluacion (analisis de biomasa seca); este
resultado podria estar asociado con los mecanismos de resistencia de los tejidos de
la planta, que pudieron haber limitado la entrada a la célula, la diseminacion y el
establecimiento del virus, resultando en concentraciones indetectables de la
secuencia del RNA viral objetivo en las muestras analizadas al momento del
muestreo. Con respecto a esto, en S. melongena se desconoce la existencia de
genes que otorguen resistencia a los tobamovirus; sin embargo, al ser una
solanacea, podria poseer genes homologos (ortélogos) de resistencia como los
reportados en Solanum sp. (Topcu et al., 2025), en tomate (Tm-1, Tm-22), en chile
(L', L?, L3y L?%) (Zheng et al., 2024), tabaco (N) (Kiraly et al., 2008).
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5.4.2 Bioensayo dos
Ciclos Ct obtenidos a partir de qPCR

Los resultados de los ciclos Ct obtenidos mediante gPCR evidenciaron que las 5
variedades inoculadas fueron infectadas al evaluarse 25 DPI (Cuadro 21); esta
aseveracion obedece a que los ciclos presentaron valores inferiores a los
estandares establecidos (CNRF, 2022). El que todas las variedades hayan sido
infectadas podria deberse a la susceptibilidad inducida por el estrés térmico, dado
que las condiciones de temperatura maximas promedio imperantes en el
invernadero durante este ensayo fueron de 40.48 °C (Apéndice C, Figura 66); a
este respecto, diversos estudios han demostrado que a temperaturas altas se
reduce el nivel de expresion de los genes de resistencia y por lo tanto permiten la
diseminacion sistémica del virus en la planta. Esto se ha documentado en
tobamovirus en donde las respuestas de resistencia mediadas por genes que
codifican para las proteinas NB-LRR son funcionales unicamente a temperaturas
menores de 30 °C: en especifico el gen N en N. xanthi-nc condiciona la resistencia
frente a T. tabaci solo por debajo de los 28 °C; ya que a temperaturas superiores,
quedan inactivadas la respuesta hipersensible y la restriccién de la infeccion (Kiraly
et al., 2008; Zheng et al., 2024; Zhou et al., 2025).

Cuadro 21. Promedios de Ct obtenidos de qPCR a partir de muestras de diferentes variedades de
S. melongena inoculadas con 10 fuentes de infeccion contrastados con los controles y promedios
por variedad.

FUENTES DE INFECCION PROMEDIO
MAE MOR OAX QRO SIN SLP TEST TLAX XCH ZAC_SE VARIEDAD (Ct)
VAR1 1818 3168 1529 1817 317 20.06 32.04 20.14 18.68 1411 22.00
VAR2 2088 2556 28.38 29.56 29.95 13.28 32.68 3142 2673 28.13 27.45
VARIEDADES  \/\p 3 2642 2834 20.74 2848 28.19 29.03 32.94 2956 2987 13.44 27.50
VAR4 2142 1524 1351 18.32 2121 29.06 32.83 12.61 13.84 2848 20.55
VAR5 233 3002 27.48 2674 3058 29.03 32.05 23.88 1652 24.77 26.42
Neg Ctrl 32.73
CONTROLES NTC 33.15
Pos Ctrl 14.95

PROMEDIO FUENTE

DE INFECCION (Ct) 23.84 26.34 22.88 24.25 28.32 24.09 31.70 23.52 21.12 20.11
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Los ciclos Ct mostrados en el Cuadro 21 evidenciaron que hubo diferentes
comportamientos de las variables evaluadas; con respecto a variedades, la que
presento el Ct mas bajo (20.55) fue la Larga Violeta (variedad 4) y la que presento
el mas alto (27.50) fue la variedad Asiatica (variedad 3). Lo anterior evidencia que
la variedad 4 replic6 en mayor medida el genoma del virus con respecto de la
variedad 3, sugiriendo diferentes grados de interaccion planta-virus. El
comportamiento de los Ct de las fuentes de infeccién estuvo en un rango promedio
de 20.11 a2 28.32 (ZAC_SE y SIN, respectivamente), lo cual demuestra las diferentes
capacidades del virus de apropiarse de la maquinaria celular para multiplicarse en
este hospedante bajo estas condiciones de temperatura y estacionalidad. Por otro
lado, es importante resaltar que el estado de Sinaloa es el principal productor de S.
melongena en México y que la fuente de infeccion colectada en este estado (SIN)
fue la que menor carga viral acumulé en el periodo y condiciones evaluadas. Las
variedades de S. melongena Black Beuty (variedad 2) y Listada de Gandia (variedad
5), las de mayor presencia en los mercados nacionales, arrojaron los Ct de 27.45y
26.42 lo cual implica que tuvieron cargas virales relativamente bajas; esto es
importante en la configuracion de este patosistema dado que el riesgo de

transmision es menor por la baja disponibilidad del inoculo para la infeccion.
Sintomas

Las plantas testigo de todas las variedades fueron asintomaticos, lo que
correspondid con los valores Ct (Cuadro 21). Las plantas de la variedad 1
inoculadas con las 10 fuentes de infeccion mostraron predominantemente sintomas
de moteado, con excepcion de las plantas inoculadas con las fuentes de infeccién
MAE y SIN. Esta variedad presenté un Ct promedio de 22.00; esta carga viral
relativamente alta esta relacionada a interferencia en la ruta metabdlica de la

produccion de clorofila.

Para el caso de la variedad 2 el sintoma predominante fue amarillamiento leve
generalizado de las hojas, con excepcion de la fuente de infeccion TLAX que no
presentd sintomas evidentes; los ciclos Ct fueron de 27.45; esta carga viral

relativamente baja estd relacionada con una menor interferencia en la ruta
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metabdlica de la produccion de clorofila y dando como resultado una respuesta de
mayor tolerancia. De manera similar la variedad 3, que tuvo un Ct promedio de 27.50

y que fue asintomatica (Figura 67).

Las plantas de la variedad 4 mostraron sintomas diversos que fueron desde el
amarillamiento leve generalizado, moteado, hasta lesiones necroticas vy
deformacion. Las fuentes de infeccion que causaron lesiones necroéticas fueron OAX
(Ct=13.51) y TLAX (Ct = 12.61) (Figura 67).

Las plantas de la variedad 5 mostraron amarillamientos leves generalizados cuando
fueron inoculadas con las fuentes de infeccion MAE, MOR, OAX 'y ZAC_SE; y la
necrosis se observo en forma de lesiones irregulares con las fuentes de infeccion
QRO (Ct=26.74), ZAC_SE (Ct=24.77) y XCH (Ct = 16.52) (Figura 67), resaltando
esta ultima que presentd la mayor proporcion de lesiones cloréticas con bordes

necroéticos (Apéndice D, Figura 71).

Esta aparente relacion entre sintomas y carga viral como por ejemplo variedad 5-
XCH (Ct = 16.52) debe ser sometida a un escrutinio mayor que permita confirmarla;
interpretar que la expresion de sintomas de necrosis esta relacionada a la alta carga
viral comparada con una expresion de asintomatica con Ct promedio de 27.50

obtenidos de la variedad 3.
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Evaluacion de la biomasa

Relacion promedios de biomasa-fuentes de infeccion

La Figura 34 representa los promedios totales de biomasa de la totalidad de las
plantas de todas las variedades inoculadas con cada fuente de infeccion; donde se
observo que los promedios (g) de biomasa seca variaron en funcion de la fuente de
infeccion. El tratamiento testigo presentd la media mas alta de peso seco (33.32 g),
mientras que la biomasa obtenida de las plantas inoculadas mostr6é valores con
medias entre 17.37 g y 22.40 g. Esto representé una reduccion aproximada de
biomasa cercana al 40%. Esto sugirié que cada fuente de infeccién tiene un efecto
diferente sobre la produccién de biomasa, destacando ZAC_ SE (SEED), que

disminuy6 este parametro en mayor porcentaje (47.89%) y TLAX que presentd
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Figura 34. Biomasa promedio acumulada en plantas de S. melongena inoculadas con 10
fuentes de infeccion y un grupo testigo.

disminucion en un porcentaje del 32.77 %. Este resultado aunado a la expresion de
sintomas en ZAC_SE (desde amarillamiento hasta necrosis) y a un Ct promedio de
20.11, situa a esta fuente de infeccidn como la mas agresiva en este hospedante.
Relacionando esto con resultados previos la ubica en el clado 3 (Figura 29), con
cuatro SNPs (Cuadro 13), una respuesta bioldgica diversa en plantas diferenciales
(Cuadro 15) y un valor Ct a partir de las plantas infectadas de S. lycopersicum de
13.37 (Cuadro 18). Los resultados de la caracterizacion de esta fuente de infeccion
la ubicaron como un problema potencial para estos dos cultivos, ya que presento

mutaciones y aun asi conservo su patogenicidad con altas cargas virales.

186



Estas evidencias (Ct, sintomatologia y biomasa seca) junto con la caracterizacion
molecular, biolégica y carga viral en hospedantes de importancia agricola y
experimental no se han reportado previamente, ya que los estudios existentes se
han basado en la determinacion de la susceptibilidad de este hospedante (Kubota
et al., 2023; Matsushita et al., 2024; Zamora et al., 2025).

Relacion promedios de biomasa-variedad

La Figura 35 resume los promedios de biomasa seca de la totalidad de las plantas
inoculadas de cada variedad con respecto a su testigo (sin considerar la fuente de
infeccion). Los valores promedio de peso seco mostraron diferencias entre los
grupos infectados y sus respectivos testigos. Las variedades 2 y 5 presentaron los
promedios mayores de peso seco (23.67 gy 23.59 g, respectivamente), seguidas
de la variedad 3 (22.16 g) y la variedad 1 (17.99 g); mientras que la variedad 4

registré el menor valor promedio (16.73 g).

2T 3l

Vanedades
I: infectadas; T: testigo
Figura 35. Biomasa promedio acumulada en plantas inoculadas de las cinco variedades de
S. melongena con respecto a su testigo.
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La comparacion de cada variedad infectada con su respectivo grupo testigo, mostro
diferencias en el porcentaje de reducciéon de biomasa: las variedades 1, 2 y 5
presentaron 44.75%, 34.51% y 38.67%, respectivamente, la variedad 4 mostré el
menor impacto (25.06%) y la variedad 3 presentdé la mayor disminucion relativa
(52.49%). Estos contrastes sugieren heterogeneidad en el efecto de la infeccion
sobre las variedades, lo que indica una respuesta diferencial del hospedero
dependiente del genotipo de la variedad evaluada; situando a la variedad 3 como la

mas susceptible de ser alterada en su biomasa y la variedad 4 como la menos
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afectada. Con respecto a esto, son nulos los estudios donde se evaluen la respuesta
en diferentes variedades de S. melongena con diferentes fuentes de infeccidon. Sin
embargo, es evidente que la variedad 3 present6 la mayor disminucion de biomasa
y en la evaluacion de la carga viral fue la que tuvo menor concentracion (Ct= 27.50)
y viceversa con la variedad 4: 25.06 %, 20.55, disminucion de biomasa y Ct,
respectivamente. Este comportamiento puede deberse a la intensidad de la
respuesta inmune de las variedades mencionadas; en diversos estudios se ha
mencionado que la respuesta de la defensa de la planta lleva consigo un costo de
recursos que originalmente estaban destinados a la produccién de biomasa; debido
a que involucra la activaciéon de diversas senales asociadas (Heil, 2002; Huot et al.,
2014); es decir, mientras mas intensa sea la defensa de la planta, mayor sera el
impacto sobre su desarrollo. Estos resultados evidencian dos tipos de respuestas:
una intensa en la que se priorizé la defensa celular a costo de la biomasa que
coincide con los estudios mencionados, y otra en la que probablemente la

produccion de biomasa se prefirié ante la defensa celular.

Por otro lado, el efecto del virus frente a las variedades presentes en el mercado
mexicano (2 y 5) de este cultivo fue promedio. Este resultado podria causar menor
preocupacion a los productores dado que, aunque se presentaron sintomas
diversos, las cargas virales fueron bajas con Ct de 27.45 y 26.42, respectivamente,
y en consecuencia podria disminuir la probabilidad de diseminacién y por ende
menor afectacion en el rendimiento debido a que habria menor secuestro de

moléculas necesarias para la sintesis de viriones.

Las interpretaciones anteriores estuvieron basadas en el comportamiento de los
promedios y caracteristicas cualitativas, por lo que a continuacion se presentan los

analisis estadisticos.
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Analisis estadistico de las variables fuente de infeccidon, variedad e

interaccion entre ellas
Analisis de varianza

El analisis de varianza mostré diferencias significativas para la fuente de infeccion
(Pr>F =0.0001), la variedad (Pr > F = 0.0001) y la interaccion fuente x variedad
(Pr > F = 0.0001), lo que indicé que ambos factores influyen en la produccion de

biomasa y que su efecto no es independiente.

Analisis de medias del efecto de Ia fuente de infeccion

En la Figura 36 y Cuadro 23 (Apéndice E) se reportan los valores promedio de la
biomasa seca de las plantas inoculadas con las fuentes de infeccion evaluadas; este
analisis mostro diferencias estadisticas significativas del efecto de la fuente de
infeccion sobre la biomasa. De acuerdo con la prueba de Tukey, el tratamiento
testigo se ubicd en el grupo superior (a), con la mayor media de biomasa (33.324
g), seguida de TLAX (b) con 32.77 gy ZAC_SE se ubicé en el grupo inferior (c) con
la menor (17.370 g). Las demas fuentes de infeccion se agruparon principalmente
en la categoria “bc”, lo que indico ausencia de diferencias estadisticas significativas
entre ellas.
40
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Figura 36. Andlisis de medias del efecto de la fuente de infeccion y comparacion multiple de
medias (letras).
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Estos resultados indicaron que la infeccién viral redujo la biomasa seca de las
plantas inoculadas con respecto al testigo. Sin embargo, el solapamiento entre
grupos sugirio la imposibilidad de establecer un orden estadistico sobre esta
variable evaluada. Este analisis permitié afirmar con solidez estadistica que el
conjunto de fuentes de infeccidn redujo significativamente la biomasa respecto al
testigo, diferenciandose las fuentes de infeccion ZAC_SE y TLAX. El analisis de
varianza y su respectiva prueba de medias evidenciaron diferencias estadisticas en
esta variable; estas diferencias pueden relacionarse con la variabilidad gendmica
de las fuentes de infeccion: los tobamovirus, al poseer genomas de RNAss+,
presentan altas tasas de mutacion que generan “poblaciones” heterogéneas
(cuasiespecies), con distintas capacidades de replicacion de su genoma,
encapsidacion, movimiento sistémico y supresion de las defensas del hospedero
(Domingo et al., 2012). En consecuencia, diferentes fuentes de infeccion pueden
ejercer efectos variables sobre el desarrollo vegetal, o que se refleja en las
diferencias observadas en biomasa; esta aseveracion esta basada en que el
comportamiento de TLAX (Clado 1, 5 SNPs) y ZAC_SE (Clado 3, 4 SNPs) fue

contrastante en esta variable.
Analisis de medias del efecto de Ila variedad

La Figura 37 y Cuadro 24 (Apéndice E) contienen los valores promedio de la
biomasa seca obtenida de las plantas de las variedades evaluadas y representa el
efecto de la variedad sobre la biomasa. Estos valores indicaron que la variedad tuvo
influencia estadisticamente significativa sobre este parametro: las variedades 2, 5y
3 se agruparon en el grupo superior (a), mientras que la variedad 1 en el “b” y la
variedad 4 en el “c”, con la media mas baja. Esto indicé que existieron diferencias
entre los genotipos de las variedades de S. melongena que afectaron la produccion
de biomasa bajo las condiciones evaluadas independientemente de otros factores
como el efecto del patégeno. Y se demostrd la variabilidad intrinseca entre
variedades en su capacidad de desarrollo y por lo tanto en la produccién de

biomasa. Este dato sirve para conocer el comportamiento de las variedades en la
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produccion de biomasa independientemente del virus y no atribuirla al efecto

absoluto del virus.
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Figura 37. Analisis de medias del efecto de la variedad.

Analisis de medias del efecto de Ila interaccion fuente-variedad

En la Figura 38 y el Cuadro 25 (Apéndice E) se representan los valores promedio
de la biomasa seca obtenida de las plantas por variedad con su interaccion con la
fuente de infeccion. Este aspecto fue estadisticamente significativo, lo que indicé
que las fuentes de infeccién afectaron de manera diferente a las variedades
evaluadas. Las comparaciones de Tukey—Kramer (variante de la prueba utilizada
cuando las repeticiones no son uniformes) mostraron multiples grupos estadisticos
para las combinaciones especificas, evidenciando una respuesta diferencial del
hospedero frente a las distintas fuentes de infeccion. Las combinaciones con mayor
biomasa correspondieron principalmente a tratamientos, y las combinaciones de
plantas inoculadas se ubicaron en grupos intermedios o inferiores, aunque con

amplio solapamiento estadistico entre ellas.
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Figura 38. Analisis de medias del efecto de la interaccion fuente-variedad.
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En este contexto, una misma variedad puede pertenecer a un grupo superior bajo
una fuente de infeccion determinada, pero a un grupo inferior bajo otra, lo que
confirma que la respuesta del hospedero estuvo condicionada por la fuente de
infeccion. Este comportamiento se reflejo también en el entrecruzamiento de las
graficas de medias de minimos cuadrados (Figura 39), lo cual reforz6 que la
interaccion fue especifica entre fuentes de infeccién-variedad y se demostrd al
evaluar este parametro, donde ciertas variedades fueron mas afectadas por algunas

fuentes de infeccion especificas.

LS-Means for fuente*variedad

40

30

pesa LS-Mean

20

MAE MOR DA QRO SEED S SLP TEST TLAX XCH
fuente

variedad 1 2 3 4 5

Figura 39. Graficas de medias ajustadas por minimos cuadrados de biomasa seca de las
plantas de las variedades inoculadas influenciada por las fuentes de infeccién.

La interaccion diversa puede explicarse por la naturaleza de la cuasiespecie del
virus presente (“poblacion” de variantes muy parecidas entre si (Domingo et al.,
2012), cuya diversidad genética genera variantes con distinto comportamiento
(Domingo et al., 2012) que interaccionan con el fondo genético de las variedades
evaluadas generando esta respuesta diferencial. En consecuencia, la magnitud del
efecto sobre la biomasa dependié de la compatibilidad especifica entre cada fuente
de infeccion y cada genotipo hospedero, lo que es consistente con modelos de
interaccién hospedero—patégeno en los que la severidad de la enfermedad esta

condicionada tanto por la virulencia del patdgeno, asi como por la resistencia o
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tolerancia del hospedero (Hull, 2013). Por esto, el principal hallazgo de este ensayo

fue que el efecto de la infeccion dependié de la combinacion especifica entre fuente
de infeccién-variedad.

Aunque en el anterior analisis de la biomasa, perfil6 a la variedad 3 como la mas
afectada y la variedad 4 como la menos afectada, estadisticamente fue imposible
corroborar esta relacion debido a que, en el analisis estadistico de esta interaccion,
estas variedades tuvieron un comportamiento similar con las demas (Grupos
estadisticamente similares, Cuadro 25).

5.4.3 Bioensayo tres
Ciclos Ct obtenidos a partir de qPCR

El Cuadro 22 resume los promedios de Ct obtenidos de qPCR a partir de muestras
de diferentes variedades de S. melongena inoculadas con cinco fuentes de infeccion
(25 DPI) contrastados con los controles. Los ciclos Ct demostraron que el 25% de
plantas se infect6. Esto considerando como negativas aquellas muestras sin
amplificacion, con valores de Ct iguales o superiores al promedio de los controles
NTC (29.21), lo que indicé ausencia de infeccion; es importante resaltar que durante
el periodo en que se desarrolld el experimento se presentaron temperaturas
maximas promedio de 36.60 °C (Apéndice C, Figura 66).

Cuadro 22. Promedios de Ct obtenidos de qPCR a partir de muestras de diferentes
variedades de S. melongena inoculadas con cinco fuentes de infeccidn
contrastados con los controles.

FUENTES DE INFECCION
MAE MOR SIN SLP TEST TLAX
VAR 1 2518 30.73 29.55 25.06 30.05 29.64 28.37
VAR 2 30.82 30.90 31.04 30.28 30.10 30.46 30.60
VARIEDAD VAR 3 31.16 29.96 29.56 30.28 29.65 29.39 30.00
VAR 4 24.04 2991 2991 2472 30.32 30.69 28.26
VAR 5 28.08 23.33 30.76 31.03 30.66 28.11 28.66

PROMEDIO

Pos Ctrl 3.97
CONTROLES Neg Ctrl N/A
NTC 29.21

PROMEDIO 27.86 28.96 30.16 28.27 30.16 29.66
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En las variedades 2 y 3 no se detectaron acidos nucleicos virales objetivo, mediante
gPCR, para ninguna de las fuentes de infeccidn sugiriendo que en estas variedades
bajo esas condiciones fueron tolerantes a la infeccion. En las variedades inoculadas
con la fuente de infeccidon SIN no se detectaron muestras positivas. La menor
proporcion de infeccién, en comparacion con otras repeticiones, podria explicarse
por la interaccidn entre el fondo genético previamente mencionado y las
temperaturas presentadas durante esta repeticion, ya que bajo determinadas
condiciones térmicas algunos mecanismos de resistencia pueden estar activos y
limitar la diseminacion sistémica del virus (Canto & Palukaitis, 2002; Obrepalska-
Steplowska et al., 2015). En este sentido, es probable que dicha interaccién
(genética-temperatura) haya reducido la tasa de infeccion y por lo tanto el progreso
de la enfermedad, dando lugar a un aplanamiento de la curva de progreso de la
enfermedad y que al momento del muestreo las plantas presentaran una carga viral
por debajo de los limites de deteccion (Figura 40.) como se ha senalado

previamente (APS, s/f; Gonzalez-Dominguez et al., 2020).

Carga Viral

Limite de Deteccion

Tiempo
. Temperatura alta Temperatura media Temperatura baja
Figura 40. Representaciéon del incremento de la carga de acidos nucleicos virales a lo largo

del tiempo bajo diferentes temperaturas. Elaborada a partir de APS (s/f) y Gonzalez-
Dominguez et al. (2020).

Lo anterior aunado a que durante el proceso de extraccion de RNA, normalizacion
de concentracion en las muestras, sintesis de cDNAy gPCR se realizaron diluciones
de acidos nucleicos totales, lo cual podria haber llevado a que en la reaccion final

se partiera de concentraciones a niveles subdetectables (Apéndice F, Figura 73).
Sintomas

Las plantas testigo de todas las variedades fueron asintomaticos.
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En la variedad 5, la fuente de infeccion TLAX y MICH ocasionaron manchas
cloréticas; mientras que SIN ocasioné lesiones necroéticas. En la variedad 1, TLAX
manchas circulares cloréticas, MOR necrosis en areas adyacentes a la nervadura y
MICH manchas circulares dispuestas en mosaico. En la variedad 4-MICH y SLP
ocasionaron clorosis en patrones circulares y lineales adyacentes a la nervadura
(Figura 72).

Evaluacién de la biomasa
Relaciéon promedios de biomasa-fuentes de infeccion

La Figura 41 representa la biomasa promedio acumulada en plantas de S.
melongena inoculadas con cinco fuentes de infeccion y un grupo testigo. Los
promedios de peso seco variaron de acuerdo con la fuente de infeccion. El
tratamiento testigo presentd la media mas alta de biomasa (54.93 g). El
comportamiento de la biomasa de las plantas infectadas fue mas uniforme (13% y
26%) que en el segundo ensayo (entre 32.77% y 47.89%). Lo cual esta relacionado
al menor porcentaje de incidencia en este ensayo. La diferencia entre repeticiones
podria estar relacionada con cambios en las condiciones ambientales; sin embargo,
esa interpretacion deberia mantenerse como una hipétesis que requiere ensayos

especificos para evaluar la temperatura como factor determinante.
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Figura 41. Biomasa promedio acumulada en plantas de S. melongena inoculadas con cinco
fuentes de infeccién y un grupo testigo.

Entre estos resultados destacé la fuente SIN que registré la media mas baja entre
las plantas infectadas (40.35 g); a pesar de que cuando se evalué por qPCR el Ct
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indic6 ausencia de infeccion (Ct= 30.16). Esta aparente disonancia podria
explicarse con lo reportado en otros estudios, como los realizados en Arabidopsis
thaliana, Nicotiana tabacum y Oryza sativa, donde la exposicion a patégenos o la
induccion de la activacidn de vias hormonales asociadas a la defensa (como las
mediadas por acido salicilico (SA) y el acido jasmédnico (JA)) ocasiond una
reasignacion de recursos moleculares (incluidos los nucleétidos, aminoacidos, ATP,
entre otros) hacia la respuesta de defensa (Heil, 2002; Huot et al., 2014); en este
sentido, es posible que esta fuente de infeccion sea reconocida de manera mas
eficiente por los mecanismos de defensa de S. melongena, desencadenando una
respuesta inmune mas intensa, que aun en una carga viral con niveles

subdetectables, impactd negativamente en la acumulacion de biomasa.
Relacion promedios de biomasa- variedad

La Figura 42 esquematiza los promedios de la biomasa acumulada en plantas
inoculadas y testigo de cinco variedades de S. melongena; donde se observaron
diferencias notables en los valores de peso seco de las plantas inoculadas con
respecto a su testigo. Las variedades 2 y 5 presentaron los mayores valores
promedio de peso seco de (47.64 g y 45.41 g, respectivamente); mientras que las
variedades 3 (43.6 g) y 4 (42.29 g) tuvieron los menores promedio en las plantas

inoculadas y la variedad 1 con el peso intermedio con 44.61 g.
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Figura 42. Biomasa promedio acumulada en plantas inoculadas y testigo de cinco variedades
de S. melongena.
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La comparacién del impacto relativo (en términos de porcentaje) con respecto al
grupo testigo de cada variedad, demostré que las variedades 3 y 5 fueron las que
tuvieron mayor reduccion de biomasa (25% y 24%, respectivamente), las
variedades con menor reduccion de biomasa fueron las 1y 2 (18% y 23%,
respectivamente). Estos valores, a pesar de que son cercanos entre si, evidenciaron
el impacto sobre la biomasa e indicaron diferentes niveles de tolerancia en las
variedades, como, por ejemplo, la variedad 2 que tuvo la menor reduccion de

biomasa situandola como la mas tolerante.

Analisis estadistico de las variables fuente de infeccion, variedad e

interaccion entre ellas
Analisis de varianza del efecto de la fuente de infecciéon

El analisis de varianza mostro diferencias significativas para la fuente de infeccion
(Pr>F =0.0006), la variedad (Pr > F = 0.0059) y la interaccién fuente-variedad (Pr
> F = 0.0091), lo que indico que ambos factores influyen en la produccion de

biomasa y que su efecto no es independiente.
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Analisis de medias del efecto de las fuentes de infeccion

Las medias ajustadas mostraron diferencias significativas entre fuentes de infeccion
(Figura 43). El tratamiento testigo se ubicé en el grupo superior (a) seguido de SLP
(b), mientras que SIN se ubicé en el grupo inferior (c), con la menor media de
biomasa (Cuadro 26). Por su parte, MAE, MOR y TLAX se distribuyeron en el grupo
intermedio (bc). Estos resultados respaldan que la fuente de infeccion afecto
negativamente la biomasa en comparacion con el testigo. Sin embargo, al igual que
en el segundo ensayo (Cuadro 23), las agrupaciones compartidas indican que las
fuentes de infeccion se comportaron estadisticamente similar. Las diferencias entre
fuentes de infeccion (SIN, SLP y las demas) reflejan la variabilidad gendmica entre
ellas y su comportamiento sobre las rutas metabdlicas del hospedero y por
consiguiente presentaron mayor dafo fisiolégico y menor acumulacién de biomasa
(Domingo et al., 2012; Hull, 2013).
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Figura 43. Analisis de medias del efecto de las fuentes de infeccién.
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Analisis de medias del efecto de la variedad

El efecto de la variedad sobre la biomasa presenté un efecto significativo (Figura
44), al igual que en el ensayo anterior (Cuadro 27). En este ensayo se identificaron
solo dos grupos estadisticamente diferentes; en estos, las variedades 2 y 5 se
ubicaron en el grupo superior produciendo mas biomasa (a) y la variedad 4 en el
grupo inferior (b), mientras que las variedades 1 y 3 se ubicaron en una categoria
intermedia (ab), en las que estadisticamente no se diferencian de los grupos. Estas
diferencias evidenciarén el efecto del genotipo de S. melongena sobre la
acumulacion de biomasa bajo las condiciones evaluadas. Este dato sirvio para
conocer el comportamiento de las variedades en la produccion de biomasa

independientemente del virus y no atribuirla al efecto absoluto del virus.
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Figura 44. Andlisis de medias del efecto de la variedad.

Analisis de medias del efecto de la interaccion fuente de infecciéon-variedad

Las comparaciones de medias ajustadas por minimos cuadrados (LSMeans)

mediante Tukey-Kramer mostraron la formacion de multiples grupos estadisticos,
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evidenciando una amplia variabilidad entre combinaciones especificas; lo que indico
que el efecto de la fuente de infeccién depende de la variedad (Figura 45). Por
ejemplo, las combinaciones con mayor produccion de biomasa correspondieron
principalmente a TEST con las variedades 2 (61.99), 5 (59.61) y 3 (58.34), las cuales
se ubicaron en el grupo superior. En contraste, combinaciones como TEST x
variedad 4 (30.88) y SLP x variedad 4 (36.07) presentaron los valores mas bajos.
El resultado de la interaccion TEST x variedad 4, debe tomarse con especial
precaucion debido a que estuvo asociada a la pérdida de plantas en este ensayo
(Cuadro 28).

La respuesta en la produccion de biomasa de las variedades en estudio fue variable
y dependio de la combinacién especifica entre fuente de infeccion y variedad. Desde
un punto de vista bioldgico, esto sugirié una interaccion diferencial hospedero—virus:
donde ciertos genotipos vegetales permiten un mejor desempeio bajo
determinadas fuentes de infeccion, mientras que otros presentan una mayor
reduccion en biomasa. La compatibilidad especifica, entre variante viral y genotipo
del hospedero, determina la eficiencia de multiplicacion, movimiento sistémico y
evasion de las defensas celulares, lo que afecta la acumulacion de biomasa
(Domingo et al., 2012; Oliver, 2024).

La Figura 46 esquematiza las medias de medias de minimos cuadrados de biomasa
seca de las plantas de las variedades inoculadas influenciada por las fuentes de
infeccion donde se observa un comportamiento similar al ensayo 2 (Figura 39),

reforzando asi que la interaccion es especifica entre fuentes de infeccidén-variedad.
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Figura 46. Graficas de medias ajustadas por minimos cuadrados de biomasa seca de las
plantas de las variedades inoculadas influenciada por las fuentes de infeccion.

El comportamiento de la variedad 2 se destacé por presentar la mayor cantidad de
biomasa y ser la segunda menos afectada por las fuentes de infeccion en los dos
ultimos ensayos, sin embargo, en el analisis de medias de Tukey quedd con el grupo
estadisticamente similar. Esta respuesta de resistencia es debida a su fondo
genético mediando la respuesta frente a la infeccion de T. fructirugosum como
sucede con otras solanaceas (Kiraly et al., 2008; Topcu et al., 2025; Zheng et al.,
2024). De la misma forma, la variedad 5 present6 atributos correspondientes. Estos
resultados demostraron que estas dos variedades (mayor presencia en los
mercados nacionales) aunque son afectadas por el virus, representan un riesgo
menor como fuentes de inoculo en la configuracion del patosistema T.
fructirugosum-S. melongena en México. Resaltando que este comportamiento se

presentd bajo condiciones controladas.

En conjunto los resultados obtenidos demuestran que el efecto de la infeccién viral
en S. melongena estuvo determinado por la interaccion entre la fuente de infeccién,
el genotipo de la variedad y las condiciones ambientales presentes durante cada
repeticion del ensayo. La reduccion de biomasa observada en las plantas en los
ensayos con infeccion establecida, confirmo el impacto fisioldgico variable frente al

virus; esto dependiente de la combinacién especifica entre fuente de infeccidon y
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fondo genético de la variedad. Adicionalmente, las diferencias en la determinacion
(Ct) por gPCR entre repeticiones sugirieron que la temperatura modulé la dinamica
de la infeccion, posiblemente al alterar la eficiencia de los mecanismos de defensa
previamente discutidos para tobamovirus. Lo anterior abre una ventana para futuras

investigaciones.
5.5 CONCLUSIONES

En el primer ensayo no se detecté infeccion viral mediante gPCR, impidiendo la

asociacion de infeccion con cambios en biomasa.

En el segundo y tercer ensayos, la infeccion viral se asocioé con una reduccion de la
biomasa seca respecto al testigo, lo que confirmé la susceptibilidad de S.

melongena ante diferentes fuentes de infeccion de T. fructirugosum.

La fuente de infeccion influyo significativamente en la acumulacion de biomasa, pero
el solapamiento entre grupos estadisticos indicé que no puede establecerse un

orden claro de agresividad en la mayoria las fuentes de infeccion evaluadas.

El efecto variedad también fue significativo sobre la producciéon de biomasa, lo que

evidencié un diferente fondo genético en cada una de ellas.

La interaccion fuente de infeccion—variedad fue significativa, lo que demostré que el

efecto del virus dependié de la interaccion y no de cada factor por separado.

Los Ct, obtenidos de qPCR en los tres ensayos (en tres diferentes épocas) fueron
diferentes; lo que demostré el papel de las condiciones ambientales en la dinamica
de infeccion, probablemente modulando los mecanismos de resistencia o tolerancia

previamente discutidos para tobamovirus.

Las variedades que se perfilaron como las mas tolerantes a la infeccion por el virus
fueron las variedades Black Beuty (2) y Listada de Gandia (5); mientras que la mas

susceptible fue la variedad Asiatica (4).
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El comportamiento del patosistema T. fructirugosum-S. melongena estuvo
marcadamente influenciado por las temperaturas imperantes durante la evaluacion:
las temperaturas maximas fueron de 25.25 °C, 40.48 °C y 36.60 °C para los ensayos

uno, dos y tres, respectivamente

Por esto, el principal hallazgo de este ensayo fue que el efecto de la infeccion

dependié de la combinacion especifica entre fuente de infeccidén-variedad.

En conjunto, los resultados demostraron que T. fructirugosum fue capaz de infectar
S. melongena con distinta intensidad dependiendo de una interaccion compleja
entre los fondos genéticos de la fuente de infeccidn y de la variedad, junto con las

condiciones ambientales del ensayo.
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APENDICES

Apéndice A. Sintomas obtenidos en la caracterizacién biolégica

Figura 47. Sintomas obtenidos en plantas de Capsicum annuum posterior a la inoculacién con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC;
J) QRO; K) ZAC_SE; y L) SLP.
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Figura 48. Sintomas obtenidos en plantas de Chenopodium album posterior a la inoculacién con 11 fuentes de infeccion
de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; y
L) SLP.
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Figura 49. Sintomas obtenidos en plantas de Chenopodium amaranticolor posterior a la inoculacién con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K)
ZAC_SE; yL)SLP.
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Figura 50. Sintomas obtenidos en plantas de Datura metel posterior a la inoculacién con 11 fuentes de infeccioén de T.
fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; y L)
SLP.




16/09/20 16/09/2024 16/09/20

15/09/20 . 15/09/20

Figura 51. Sintomas obtenidos en plantas de Datura stramonium posterior a la inoculacién con 11 fuentes de infeccién
de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; y
L) SLP.
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Figura 52. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana benthamiana posterior a la inoculaciéon con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO;
K) ZAC_SE; y L) SLP.
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Figura 53. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana clevelandii posterior a la inoculacién con 11 fuentes de infeccién
de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE;y
L) SLP.
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Figura 54. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana glutinosa posterior a la inoculacién con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO;
K) ZAC_SE; y L) SLP.
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Figura 55. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana occidentalis posterior a la inoculaciéon con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K)
ZAC _SE;yL)SLP.
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Figura 56. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana rustica posterior a la inoculaciéon con 11 fuentes de infeccién de
T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; y L)
SLP.
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Figura 57. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana tabacum posterior a la inoculacion con 11 fuentes de infeccion
de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; y
L) SLP.
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Figura 58. Sintomas obtenidos en plantas de Nicotiana virginia posterior a la inoculacién con 11 fuentes de infeccién
de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE;y
L) SLP.
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Figura 59. Sintomas obtenidos en plantas de Physalls floridana posterior a la moculacwn con 11 fuentes de infeccién
de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K) ZAC_SE; y
L) SLP.
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Figura 60. Sintomas obtenidos en plantas de Physalis philadelphica posterior a la inoculacién con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO;
K) ZAC_SE; y L) SLP.
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Figura 61. Sintomas obtenidos en plantas de Solanum lycopersicum posterior a la inoculaciéon con 11 fuentes de
infeccion de T. fructirugosum. A) TEST; B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; I) ZAC; J) QRO; K)
ZAC_SE;yL)SLP.
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Figura 62. Sintomas obtenidos en plantas de Solanum melongena posterior a la inoculacién con 11 fuentes de
infeccién de T. fructirugosum. A) TEST, B) MOR; C) MAE; D) TLAX; E) XCH; F) MICH; G) OAX; H) SIN; 1) ZAC; J) QRO;
K) ZAC_SE; y L) SLP.




Apéndice B. Curvas de amplificacion mediante qPCR para muestras de S.
lycopersicum, C. annuum N. occidentalis, para distintas fuentes de infeccién.
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Figura 63. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qPCR para la evaluacion de las fuentes de
infeccion en plantas de S. lycopersicum. La fluorescencia relativa (RFU) se registré a lo largo de 40 ciclos
de amplificacién. El control positivo se muestra en rojo; el control negativo en verde; y el Control sin cDNA
molde (NTC). Las curvas en azul corresponden a las muestras evaluadas.
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Figura 64. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qPCR para la evaluacion de las fuentes de
infeccién en plantas de C. annum. La fluorescencia relativa (RFU) se registré a lo largo de 40 ciclos de
amplificacion. El control positivo se muestra en rojo; el control negativo en verde; y el Control sin cDNA molde
(NTC). Las curvas en azul corresponden a las muestras evaluadas.
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Figura 65. Curvas de amplificaciéon obtenidas mediante qPCR para la evaluaciéon de las fuentes de
infeccion en plantas de N. occidentalis. La fluorescencia relativa (RFU) se registr6 a lo largo de 40 ciclos de
amplificacion. El control positivo se muestra en rojo; el control negativo en verde; y el Control sin cDNA molde
(NTC). Las curvas en azul corresponden a las muestras evaluadas.
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Apéndice C. Temperaturas imperantes sobre los ensayos en S. melongena

F 36.60
Tercera 16.10
40.48
Segunda 15.80
: F 25.27
Primera 11.42

0 10 20 30 40 50
Grados Celsius (°C)

icion

Repet

® Temperatura maxima  ® Temperatura minima

Figura 66. Registros promedio de temperaturas maximas y minimas imperantes durante los
ensayos en S. melongena.
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Apéndice D. Sintomas registrados en los ensayos en S. melongena

Ensayo dos

Figura 67. Respuesta de diferentes fuentes de infeccion en plantas de la variedad 1: A) TEST, B) MAE; C) MOR; D) OAX; E) QRO; F) SIN; G) SLP; H)
TLAX; 1) XCH; J) ZAC_SE.
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Figura 68. Respuesta de diferentes fuentes de infeccién en plantas de la variedad 2: A) TEST, B) MAE; C) MOR; D) OAX; E) QRO; F) SIN; G) SLP; H) TLAX; I)
XCH; J) ZAC_SE.
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Figura 69. Respuesta de diferentes fuentes de infecciéon en plantas de la variedad 3: A) TEST,; B) MAE; C) MOR; D) OAX; E) QRO; F) SIN; G) SLP; H) TLAX; I)
XCH; J) ZAC_SE.




Figura 70. Respuesta de diferentes fuentes de infecciéon en plantas de la variedad 4: A) TEST,; B) MAE; C) MOR; D) OAX; E) QRO; F) SIN; G) SLP; H) TLAX; I)
XCH; J) ZAC_SE.




Figura 71. Respuesta de diferentes fuentes de infeccion en plantas de la variedad 5: A) TEST; B) MAE; C) MOR; D) OAX; E) QRO; F) SIN; G) SLP; H) TLAX;
XCH; J) ZAC_SE.




Ensayo tres

Figura 72. Sintomas obtenidos en diversas variedades en respuesta de diferentes fuentes de infeccion. A) variedad 5
x TLAX; B) variedad 5 x MICH; C) variedad 5 x SIN; D) variedad 1 x TLAX; E) variedad 1 x MOR; F) variedad 1 x MICH; G)
variedad 4 x MICH; y H) variedad 4 x SLP.
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Apéndice E. Comparaciones de medias de los ensayos dos y tres en

S. melongena
Bioensayo dos

Analisis de medias del efecto de las fuentes de infeccion

Cuadro 23. Valores promedio de la biomasa seca de las plantas
inoculadas con las fuentes de infeccion evaluadas.
Peso en seco

(9)

Fuentes de infeccion

TEST 33.324 af
TLAX 22.405Db
OAX 21.130 cb
QRO 20.940 cb
SLP 20.403 cb
XCH 19.966 cb
MOR 19.771 cb
SIN 18.957 cb
MAE 18.943 cb
ZAC_SE 17.370 c
DSH* 4.1887
Prob.** 0.0001

TValores con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a
la prueba de Tukey (p=0.05); *Diferencia significativa honesta de Tukey;
**Probabilidad de error en el Analisis de Varianza.

Analisis de medias del efecto de las variedades de S. melongena

Cuadro 24. Valores promedio de la biomasa seca obtenida de las plantas
de las variedades evaluadas.

Variedad Peso en seco
Variedad 2 — Black Beuty 23.6658 at
Variedad 5 — Listada de Gandia 23.5913 a
Variedad 3 — Asiatica 22.1565 a
Variedad 1 — Larga Blanca 19.3197 b
Variedad 4 — Larga violeta 16.7327 c
DSH* 2.5549
Prob.*™ 0.0001

TValores con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a
la prueba de Tukey (p=0.05); *Diferencia significativa honesta de
Tukey;*Diferencia significativa honesta de Tukey; **Probabilidad de error.
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Analisis de medias del efecto de Ila interaccion fuente de infeccién-

variedad

Cuadro 25. Valores promedio de la biomasa seca obtenida de las plantas
por variedad con su interaccion con la fuente de infeccion.

Fuente Variedad Peso seco
TEST Variedad 3 - asiatica 43.27250 at
TEST Variedad 5 - Listada de Gandia 36.18333 ab
TEST Variedad 2 — Black Beuty 34.54200 abc
TEST Variedad 1 — Larga Blanca 32.56833 abcd
TLAX Variedad 3 - asiatica 28.58600 bcde
OAX Variedad 2 — Black Beuty 28.23333 bcde
SIN Variedad 5 — Listada de Gandia 28.21667 bcde
SLP Variedad 5 - Listada de Gandia 26.56000 bcdef
XCH Variedad 2 — Black Beuty 26.48000 bcdefg
OAX Variedad 5 — Listada de Gandia 22.91833 cdefgh
QRO Variedad 3 - asiatica 22.69167 cdefgh
TLAX Variedad 2 — Black Beuty 22.56000 cdefgh
SLP Variedad 3 - asiatica 22.53000 cdefgh
QRO Variedad 1 — Larga Blanca 22.37833 cdefgh
QRO Variedad 1 — Larga Blanca 22.16833 cdefgh
TLAX Variedad 4 — Larga violeta 22.09000 cdefgh
MAE Variedad 2 — Black Beuty 21.82500 defgh
TEST Variedad 4 — Larga violeta 21.62400 defgh
SEED Variedad 5 — Listada de Gandia 21.27000 defgh
MOR Variedad 1 — Larga Blanca 21.06000 defgh
MOR Variedad 2 — Black Beuty 21.05167 defgh
OAX Variedad 3 - asiatica 21.04833 defgh
MOR Variedad 5 — Listada de Gandia 20.81500 efgh
TLAX Variedad 5 — Listada de Gandia 20.67833 efgh
SLP Variedad 3 - asiatica 20.48000 efgh
XCH Variedad 5 — Listada de Gandia 20.43833 efgh
MAE Variedad 5 — Listada de Gandia 20.15667 efgh
MAE Variedad 3 - asiatica 19.34667 efgh
XCH Variedad 3 - asiatica 19.27000 efgh
SEED Variedad 2 — Black Beuty 19.15000 efgh
TLAX Variedad 4 — Larga violeta 19.11333 efgh
SIN Variedad 2 — Black Beuty 18.71000 efgh
QRO Variedad 5 - Listada de Gandia 18.67667 efgh
XCH Variedad 4 — Larga violeta 18.57800 efgh
SIN Variedad 3 - asiatica 18.48500 efgh
MOR Variedad 3 - asiatica 18.40167 efgh
QRO Variedad 4 — Larga violeta 18.35200 efgh
MAE Variedad 1 — Larga Blanca 18.09571 efgh
SEED Variedad 3 - asiatica 18.09333 efgh
SLP Variedad 1 — Larga Blanca 17.61143 efgh
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OAX
MOR
OAX
XCH
SIN
MAE
SEED
SLP
SIN
SEED
Prob.*

Variedad 1 — Larga Blanca
Variedad 4 — Larga violeta
Variedad 4 — Larga violeta
Variedad 1 — Larga Blanca
Variedad 1 — Larga Blanca
Variedad 4 — Larga violeta
Variedad 1 — Larga Blanca
Variedad 4 — Larga violeta
Variedad 4 — Larga violeta
Variedad 4 — Larga violeta

17.52143 efgh
16.82000 efgh
15.60800 fgh
15.56429 fgh
15.19143 fgh
14.73000 fgh
14.41714 fgh
14.28000 gh
13.92800 h
13.81800 h
0.0001

TValores con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a
la prueba de Tukey—Kramer; *Probabilidad de error en el Analisis de

Varianza
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Bioensayo tres

Analisis de medias del efecto de las fuentes de infeccion

Cuadro 26. Valores promedio de la biomasa seca de las plantas
inoculadas con las fuentes de infeccidén evaluadas.

Fuentes de infeccion

Peso en seco

(9)

TEST
SLP
MAE
MOR
TLAX
SIN
DHS*
Prob.**

54.930 af
47.441b
46.771 bc
45.596 bc
44 .887 bc
40.347 c
7.0895
0.0006

TValores con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a
la prueba de Tukey (p=0.05); *Diferencia significativa honesta de Tukey;
**Probabilidad de error en el Analisis de Varianza .

Analisis de medias del efecto de las variedades de S. melongena

Cuadro 27. Valores promedio de la biomasa seca obtenida de las plantas

de las variedades evaluadas.

Variedad

Peso en seco

(9)

Variedad 2 - Black Beauty
Variedad 5 - Listada de Gandia
Variedad 1 - Larga Blanca
Variedad 3 - Asiatica

Variedad 4 - Larga violeta
DHS*

Prob.**

49.697 a
47.783 a
46.140 ab
45.873 ab
40.667 b
6.472
0.0059

TValores con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a
la prueba de Tukey (p=0.05); *Diferencia significativa honesta de Tukey;
**Probabilidad de error en el Analisis de Varianza.
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Analisis de medias del efecto de Ila interaccion fuente de infeccién-

variedad

Cuadro 28. Valores promedio de la biomasa seca obtenida de las plantas
por variedad con su interaccion con la fuente de infeccion.

Fuente Variedad Peso seco
TEST Variedad 2 - Black Beauty 61.98800 a
TEST Variedad 5 - Listada de Gandia 59.61000 a
TEST Variedad 3 - Asiatica 58.33500 a
TEST Variedad 1 - Larga Blanca 54.32250 ab
TLAX Variedad 2 - Black Beauty 53.46500 ab
SLP Variedad 2 - Black Beauty 52.33143 ab
SIN Variedad 3 - Asiatica 49.98500 ab
MOR Variedad 4 - Larga violeta 49.72750 ab
SLP Variedad 5 - Listada de Gandia 49.34000 ab
MOR Variedad 1 - Larga Blanca 49.10857 ab
MAE Variedad 3 - Asiatica 48.84000 ab
TLAX Variedad 5 - Listada de Gandia 48.61667 ab
SLP Variedad 1 - Larga Blanca 47.66222 ab
MAE Variedad 2 - Black Beauty 47.44200 ab
MAE Variedad 1 - Larga Blanca 46.32667 ab
MAE Variedad 5 - Listada de Gandia 45.76333 ab
MAE Variedad 4 - Larga violeta 45.55000 ab
MOR Variedad 5 - Listada de Gandia 44.86667 ab
MOR Variedad 2 - Black Beauty 44.55167 ab
TLAX Variedad 4 - Larga violeta 42.06200 ab
SLP Variedad 3 - Asiatica 41.45000 ab
TLAX Variedad 1 - Larga Blanca 41.31889 ab
SIN Variedad 1 - Larga Blanca 39.67000 ab
SIN Variedad 2 - Black Beauty 39.63833 ab
MOR Variedad 3 - Asiatica 39.50000 ab
SIN Variedad 5 - Listada de Gandia 38.49833 ab
TLAX Variedad 3 - Asiatica 37.98250 ab
SIN Variedad 4 - Larga violeta 36.06750 ab
SLP Variedad 4 - Larga violeta 35.61000 ab
TEST Variedad 4 - Larga violeta 30.88333 b
Prob.” 0.0091

TValores con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a
la prueba de Tukey—Kramer; *Probabilidad de error en el Analisis de

Varianza.

239



Apéndice F. Representacion esquematica de la diluciéon progresiva de

acidos nucleicos

Muestra de campo

Submuestra para
extraccion de RNA

(0.19)

Extraccion de RNA
[ 200 - 300 ng de RNA
total por microlitro]

Normalizacién de
muestras

[ 20 ng de RNA total
por microlitro]

Sintesis de cDNA
[ 1 ng de cDNA por
microlitro]

PCR ~—‘ Ve o\

[ 0.05 ng de cDNA
total por microlitro]

llustracion: Ruvalcaba-Ramirez, R.

Figura 73. Representaciéon esquematica de la dilucién progresiva de acidos nucleicos virales durante
el proceso de extraccion de RNA, normalizaciéon de la concentracion, sintesis de cDNA y PCR, que
puede conducir a niveles subdetectables de material genético objetivo.
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PORQUE ALGUNOS SUENOS NACEN EN LUGARES

PEQUENOS, PERO NO ESTAN HECHOS PARA QUEDARSE
AHI.
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