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RESUMEN

El virus de la fruta rugosa marrén del tomate (ToBRFV) es una
amenaza emergente ya que representa un riesgo econémico
en la produccién de tomate. El objetivo fue evaluar tres aislados
del ToBRFV provenientes deinvernaderos de Coahuila, México,
para evaluar su patogenicidad en plantas de tomate variedad
172-300, y establecer una escala diagramatica que permita
una visualizacion precisa de la severidad de los sintomas
en foliolos y frutos. Se obtuvieron tres aislados del ToBRFV
(TB1, TQ2 y FQ3) procedentes de invernaderos de tomate, y
se han empleado para realizar pruebas de patogenicidad en
el hibrido 172-300 en el invernadero. El aislado denominado
FQ3 tuvo un impacto mayor en las variables agronémicas
de las plantas de tomate en comparaciéon con los demas
aislados, se obtuvo una disminucién del 53.9 % en la altura
de la planta y del 38.9 % en el peso seco de la parte aérea de
la planta. En las variables de calidad del fruto, se observé una
reduccion del 43.1 % en el diametro ecuatorial y del 43.2 % en
el rendimiento, debido a la presencia de FQ3. Ademas, FQ3
generd una incidencia que oscilé entre el 33.9 al 50 % y una
severidad entre el 41 al 87.5 % en comparacién con los otros
aislados. Estos descubrimientos demuestran la importancia
de comprender y gestionar la variabilidad en la respuesta de
las plantas de tomate a diversos aislados de ToBRFV. En este
contexto, el uso de hibridos se presenta como una opcion
eficaz para preservar niveles de severidad reducidos del virus.

PALABRAS CLAVE: Incidencia, México, parametros

agronémicos, severidad, ToBRFV.
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Respuesta patogénica del ToBRFV / Pathogenic response of ToBRFV

ABSTRACT

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) poses an emerging threat and represents
a significant economic risk in tomato production. This study aimed to evaluate three ToBRFV
isolates obtained from greenhouses in Coahuila, Mexico, to assess their pathogenicity in tomato
plants of the variety 172-300 and establish a diagrammatic scale for accurately visualizing the
severity of the symptoms in leaflets and fruits. Three TOBRFV isolates (TB1, TQ2, and FQ3) were
obtained from greenhouse tomatoes and used for pathogenicity tests on the hybrid 172-300 under
greenhouse conditions. The FQ3 isolate exhibited a greater impact on the agronomic variables
of tomato plants compared to the other isolates, resulting in a 53.9% decrease in plant height
and a 38.9% reduction in the dry weight of the aerial plant part. Regarding fruit quality variables,
the presence of FQ3 led to a reduction of 43.1% in equatorial diameter and a 43.2% decrease in
yield. Furthermore, FQ3 caused an incidence ranging from 33.9% to 50% and a severity ranging
from 41% to 87.5% compared to the other isolates. These findings underscore the importance of
understanding and managing the variability in the response of tomato plants to different ToBRFV
isolates. In this context, the use of hybrids emerges as an effective option for mitigating the severity
levels of the virus.

KEY WORD S :Incidence, Mexico, Agronomic parameters, Severity, TOBRFV.

Introduccién

El tomate (Solanum lycopersicum L.), desempefa un papel esencial en la dieta humana
debido a su aporte nutricional, esto la posiciona como una hortaliza de importancia tanto a nivel
nacional como internacional (Ruiz-Aguilar et al., 2023). En México, las zonas de mayor produccion
estan ubicadas en las regiones del Bajio y el noroeste del pais; en 2019, alrededor del 90 % de las
exportaciones se dirigieron a los Estados Unidos (Sandoval-Cabrera & Borja-Rodriguez, 2023).

La regidon Norte del estado de Coahuila se ha caracterizado por mucho tiempo como
principal productor de meldn (Espinoza-Arellano et al., 2023). Sin embargo, el aumento de costos
y la ausencia de financiamiento por parte del gobierno Estatal, ocasion6 una reduccién en los
créditos a los productores y, consecuentemente, una disminucion en las hectareas cultivadas
(Espinoza-Arellano et al.,2019). Esta situacion condujo a la transicion hacia un sistema de
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produccion de tomate en agricultura protegida (Orona-Castillo et al., 2022). Solo en 2020, en la
region norte de Coahuila, se cultivaron 718 hectareas (Ha) con una produccion de 112,180.25
toneladas y un rendimiento promedio de 156.24 kg ha™, destacando la produccioén en el sistema
de agricultura protegida (SIAP, 2020). El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
reporta que durante el afo 2022 se ha registrado un incremento del 15.7 % en el rendimiento de
la produccion de tomate en el territorio de Coahuila (SIAP, 2023).

De acuerdo con un analisis econdmico realizado por Orona-Castillo et al. (2022), se
observa que tres de cada cinco unidades agricolas exportan entre el 74 y el 85 % de su produccién
a los Estados Unidos. Asimismo, se estima que el costo promedio de produccién por kilogramo
de tomate es de 4.02 pesos, y se sugiere que, a medida que aumenta la superficie cultivada, los
costos disminuyen. Estos factores resaltan la importancia del cultivo de tomate en agricultura
protegida en las regiones productoras de Coahuila.

Una de las restricciones que afectan la produccion de este cultivo son los patégenos
sistémicos, especialmente los virus que se transmiten a través de la semilla y de manera mecanica
(Gonzalez-Concha et al., 2023; Salem et al., 2022). Los tobamovirus son, en su mayoria, los mas
importantes para la agricultura, debido a su diversidad genética, mecanismos de transmision,
adaptacion, interaccién y rango de hospederos (Aiewsakun & Katzourakis, 2016). La mayoria
de los virus del género Tobamovirus afectan a la familia Solanacea, lo cual genera pérdidas
significativas en los cultivos (Caruso et al., 2022). El virus de la fruta rugosa marrén del tomate
(ToBRFV) fue detectado por primera vez en Jordania en 2015, y actualmente se considera una
amenaza para la produccion mundial de tomate (Zhang et al., 2022). Debido a su epidemiologia
se disperso velozmente en diferentes areas del mundo (Van de Vossenberg et al., 2020). En
México, se identificd por primera vez en plantas de tomate ubicadas en Ensenada, Baja California,
posteriormente en Yurécuaro, Michoacan (Camacho-Beltran et al., 2019; Cambrén-Crisantos et
al., 2019). El ToBRFV se ha dispersado en diversas regiones de México desde su deteccion hasta
la actualidad, lo que ha mostrado variaciones en la incidencia y severidad segun los aislados
recolectados tanto en invernaderos como en campo (Cambrén-Crisantos et al., 2019; Vasquez-
Gutiérrez et al., 20232).

El esfuerzo por desarrollar materiales con atributos fenotipicos superiores, tales como
el rendimiento y la calidad del fruto, puede generar una mayor vulnerabilidad a enfermedades
virales emergentes, como el ToBRFV (Ashkenazi et al., 2018). El estudio de genotipos con
tolerancia y resistencia se presenta como una opcion para el control genético para el ToBRFV.
Las investigaciones recientes sugieren que los genes de resistencia natural en variedades de
tomate son alternativas mas eficaces para prevenir enfermedades virales (Shi et al., 2011). Kabas
et al. (2022) evaluaron la resistencia al TOBRFV en 11 hibridos interespecificos, encontrando que
todos demostraron una alta susceptibilidad, con una severidad que vario entre el 54.2 % y el
100 %. Este fendmeno posiblemente se deba a la perdida de genes resistentes al ToBRFV
durante el intercambio genético, lo que resulta en una mayor vulnerabilidad al virus (Jewehan et
al., 2022?).
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La patogenicidad de los aislados de ToBRFV varia en funciéon de las condiciones
ambientales del cultivo (Davino et al., 2020). En condiciones apropiadas, se producen sintomas
notables de amarillamiento intervenal severos, deformaciones, mosaicos y necrosis; en los frutos,
causa manchas moteadas, maduracion incompleta y, en etapas avanzadas, una rugosidad de
color café (Zhang et al., 2022). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue el aislamiento del
ToBRFV de tres variedades de tomate ubicadas en Coahuila, México. Con el fin de evaluar la
patogenicidad del virus en plantas de tomate, establecer una escala diagramatica que permita
una visualizaciéon precisa de la severidad de los sintomas en foliolos y frutos. Finalmente, se
pretende corroborar que la variedad 172-300 (YUksel) posee un potencial genético para su cultivo
en invernaderos de Coahuila.

Material y Métodos
Muestreo e identificacion del virus de la fruta rugosa marrén del tomate

Las recolecciones se realizaron en invernaderos comerciales, abarcando tres variedades
diferentes de tomate, la muestra TB1 se obtuvo de la variedad Blindon F1 de Nunhems, la muestra
TQ2 en la variedad Azores de Enza Zaiden, y la muestra FQ3 en la variedad Quiroga de Enza
Zaiden. Las muestras pertenecen al municipio de General Cepeda, ubicado en Coahuila, México
(N25°19°04.0” W101°24°10.6”). Dentro de una superficie de cuatro hectareas, se recolectaron 200
foliolos por Ha (un foliolo por planta). Para identificar los sintomas del ToBRFV, se emplearon las
claves pictéricas propuestas por Luria et al. (2017) y Cambrén-Crisantos et al. (2019).

Deteccion del virus de la fruta rugosa marrén del tomate

Como primer paso para la deteccion, se realizd un ensayo serolégico en los sitios de
muestreo mediante la prueba InmunoStrip (Agdia). A continuacion, las muestras que presentaron
resultados positivos fueron trasladados al Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Parasitologia Agricola, y se conservaron en una nevera a temperatura controlada de 5 °C durante
cinco dias hasta la evaluaciéon experimental (Chanda et al., 2021).

Para la identificacion molecular, se procedidé segun el protocolo de Ortiz-Martinez et al.
(2022), empleando 100 mg de tejido infectado para extraer RNA de las muestras TB1, TQ2 y FQ3,
junto con un control sano (-). Ademas, se incluy6 un control infectado con ToBRFV (+), otorgado por
una unidad de inspeccion fitosanitaria certificada por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) de Coahuila. Se utilizé el kit RNA Isolation System
(Promega) para la extraccion de RNA y la cuantificacién de la calidad por espectrofotometria
mediante un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para verificar la integridad de las muestras de
RNA, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Invitrogen).

Se utiliz6 el cDNA del gen endégeno en el proceso de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT-PCR), los oligonucledtidos
fueron ToBRFV-F (5"-AACCAGAGTCTTCCCTATACTCGGAA-3') y ToBRFV-R (5'-
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CTCACCATCTCTTAATAATCTCCT-3"), disefiados para amplificar un fragmento de 475 pb
(Rodriguez-Mendoza et al., 2019). Las condiciones de la reaccién consistieron en 12.5 uL Master
mix (Platinum), 1.25 uL de ambos oligonucleétidos (ToBRFV-F y ToBRFV-R), 5 pL SuperFi GC
(Thermo Fisher), 2 uyL de cDNA y 3 uL de agua grado molecular (Invitrogen), en un volumen
total de 25 uL. Se aplicé el programa siguiente en el termociclador: un ciclo inicial a 98 °C por
90 s, seguido de 35 ciclos a 98 °C por 10 s, 35 ciclos a 55 °C por 20 s, 35 ciclos a 72 °C por
40 s y finalmente un ciclo a 72 °C por 5 minutos. Los productos de amplificacién resultantes se
observaron en un gel de agarosa al 2 %.

Adicionalmente, se realizdé un analisis en las muestras obtenidas (TB1, TQ2 y FQ3) a
través de un laboratorio certificado para descartar la presencia de otros virus y confirmar la
infeccion especifica por el ToOBRFV, tal como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Evaluacion externa de la infeccion y confirmacién del
ToBRFV en las muestras.

Muestras analizadas Métodos de deteccién
Virus
TB1 TQ2 FQ3 ELISA RT-PCR
Virus de la fruta rugosa marron - - -
del tomate (ToBRFV) Positivo Positivo Positivo NR R
Virus del mosaico del pepino dulce (PepMV) Negativo Negativo Negativo NR R
Virus del mosaico del . . .
Negativo Negativo Negativo R NR
Virus del tabigto (TM\tl) had
irus del marchitamiento manchado . ) .
del tomate (TSWV) Negativo Negativo Negativo R NR
Virus del mosaico del pepino (CMV) Negativo Negativo Negativo R NR

El analisis se efectud en Labfrusco, S.A. de C.V., un laboratorio certificado conforme al sistema de gestion de
calidad acreditado en la normativa NMX-EC-17025-IMNC: 2017 (ISO/IEC 17025:2017). La notacién R indica
que el analisis se ha llevado a cabo, mientras que NR indica que no se realizé.

Ensayo de patogenicidad del ToBRFV en plantas de tomate

Con el fin de obtener un in6culo a una concentracion de 1x10" (p/v) y aplicarlo como
tratamiento, se procedié siguiendo el método de Vasquez-Gutiérrez et al. (2024) con algunas
modificaciones. El tejido sintomatico de las muestras TB1, TQ2, FQ3 y el control positivo se
maceraron en un mortero esterilizado y frio. Se uso una solucion tampén de fosfatos (STW) con
un pH 8 (0.01 M) y se anadio celite (Sigma Aldrich) como abrasivo.

En el invernadero de Parasitologia Agricola, se cultivaron plantas de tomate variedad
172-300 (Yuksel), que tenian 30 dias posteriores a la emergencia (dpe), las cuales se trasplantaron
a bolsas de polietileno (25x25 cm) con Peat moss como sustrato. Los tratamientos empleados
consistieron en un testigo absoluto (AC), un Testigo Positivo (PC) infectado con ToBRFV y los
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aislados (TB1, TQ2 y FQ3) con una concentracion de 1x10" (p/v). La inoculacién se realiz6 a
los 10 dias posteriores al trasplante (dpt), en las tres primeras hojas verdaderas, utilizando un
hisopo impregnado con el inéculo de TB1, TQ2, FQ3 y TP, mientras que AC solo fue tratado con
STW. Para el suministro de nutrientes, se empled la solucién nutritiva de Steiner al 50 % (Steiner,
1961). La observacion de sintomas se efectué nueve dias posteriores a la inoculacién (dpi),
para determinar el periodo de incubacién, asi como para evaluar la incidencia y severidad de las
plantas infectadas. Para las variables agronémicas se tomaron 5 plantas, se registraron a los
30 dpi y fueron: altura de planta (PH) en cm con un flexémetro, el diametro del tallo (SD) en mm
con un calibrador vernier, el peso seco de la raiz (DRW) y la parte aérea (PDW) en gramos con
una balanza analitica (Ohaus). Se obtuvieron las variables de calidad de frutos 40 dpi, lo que
permitié obtener el diametro polar (FPD) y ecuatorial del fruto (FED) en mm con un calibrador
vernier, asi como el rendimiento de cada tratamiento (Y) en g con una balanza analitica (Ohaus).
Las plantas infectadas con el ToBRFV (PC) presentaron una tasa de mortalidad del 100 %, lo que
resulto en la ausencia de produccion. Para la uniformidad del fruto se calculo el indice del fruto
(F1) con la férmula propuesta por Sanchez (2019):

Diseno de la escala de Severidad

Se desarrollé6 una escala diagramatica de severidad (Tabla 3) con el fin de evaluar el
porcentaje de danos en el area foliar, siguiendo la metodologia de Ortiz-Martinez et al. (2022), con
modificaciones. Las observaciones comenzaron a los nueve dpi, y los muestreos cada 15 dias a
partir de la deteccién de los primeros sintomas hasta la muerte de las plantas. En cada muestreo
y tratamiento, se seleccionaron cinco foliolos con diferentes grados de severidad. Los foliolos se
digitalizaron con una impresora MP C2003 PCL6 (RICOH). A continuacion, se uso el software
Imaged 1.53t (NIH, USA) para calcular el area total de cada foliolo, asi como el area afectada.

En cuanto al porcentaje de severidad en los frutos, se procedio a la transformacion de los
datos en arcoseno para su normalizacién, y se disefiaron ocho clases con el programa estadistico
InfoStat en su version 9.0. La evaluacion de la escala de dafio en frutos abarco desde el inicio
de la cosecha hasta la conclusidon del ensayo. La recoleccion de frutos se llevd a cabo a los
40 dpi, realizando tres colectas semanales durante 30 dias. En cada muestreo, se seleccionaron
10 frutos por tratamiento (cada muestreo con diferentes niveles de danos causados por el virus).
Estos niveles se clasificaron en funcion de la severidad, expuesta en la escala diagramatica
previamente empleada para los foliolos, y se calcularon con la formula (Vasquez-Gutiérrez
et al., 2023P).
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Anadlisis de datos

El experimento se estableci® mediante un disefio completamente al azar con 10
repeticiones por tratamiento, y cada unidad experimental consistié en una planta por bolsa. Todas
las variables evaluadas se sometieron a un analisis de varianza. Para la comparacion de medias,
se empleo la prueba Tukey (p < 0.05) mediante el uso del software InfoStat 9.0.

Resultados y Discusion

Se sospecha que las semillas de tomate y pimiento son los principales responsables de
la propagacion a nivel mundial de la enfermedad causada por ToBRFV (Salem et al., 2022). Es
posible que esto se deba a que semillas provenientes de casas comerciales extranjeras no solo
son susceptibles al patégeno (Jewehan et al., 2022°), sino que también sirven como reservorio
de particulas virales y actuan como una fuente de indculo para la propagacion del virus en zonas
productoras de México (Gonzalez-Concha et al., 2021). Actualmente se han identificado genotipos
resistentes, pero aun no se encuentran de manera comercial en nuestro pais, tal es el caso del
genotipo Tolerante VC532 y Resistente VC554 (Zinger et al., 2021). La relevancia de ToBRFV
radica en su habilidad de eliminar la resistencia genética que han adquirido las plantas de tomate
al ataque de los tobamovirus, mediante la supresion de genes del tipo R Tm-1, Tm-2 y Tm-22
(Zhang et al., 2022). Por lo tanto, la eleccién de una variedad de tomate que tolere la infeccion al
ToBRFV, podria ser empleada para la produccion de tomate en las regiones de Coahuila.

A continuacién, en la Figura 1, se muestran los resultados de la prueba por InmunoStrip y
los productos de RT-PCR obtenidos de los ensayos realizados, comparados con el marcador de
peso molecular (de 1 kb, Plus Invitrogen™) lo cual nos confirma la presencia de ToBRFV.

Las estrategias para la identificacion de ToBRFV que requieran un tiempo reducido y
de mayor especificidad, contribuyen a prevenir los niveles elevados de infeccién en los cultivos
de tomate (Rodriguez-Mendoza et al., 2019). Asimismo, la sensibilidad analitica de las pruebas
serolégicas como ImmunoStrip (con un rango de 64 a 320 pg/mL) proporciona una alta
especificidad en el diagnostico de diversos aislados de ToBRFV de hasta el 100 % (Eads et al.,
2023). A partir de esto, se destaca la importancia de la utilizacién de InmunoStrip tanto para el
monitoreo en campo como para un diagndstico rapido, seguido de su confirmacion mediante la
técnica RT-PCR, como se detalla en la Figura 1. La utilizacién de la prueba inmunoStrip no solo
previene, sino que también acelera la deteccion en las fases tempranas del cultivo, lo que ofrece
beneficios significativos a los productores. Esta situacion se debe a que prefieren afrontar el costo
de una prueba rapida para deteccion del virus, cuyo costo unitario es de $191, en comparacion
con el diagnéstico por RT-PCR, que oscila entre $1000 y $3000 por muestra. Ademas, es esencial
identificar las partes infectadas con ToBRFV, ya que estas constituyen una fuente de inéculo
que puede propagar la enfermedad en toda la zona de produccién. La implementaciéon de esta
medida contribuira a fortalecer las practicas de higiene en las areas de cultivo, reduciendo de esta
manera los riegos de diseminacién a otras regiones productoras de tomate (Klap et al., 2020).
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Figura 1. Métodos de diagnéstico de la infecciéon por TOBRFV en plantas de tomate.

a) prueba por InmunoStrip (Agdia) y b) RT-PCR, donde MM=Marcador Molecular 1 kb (Plus Invitrogen),
(-) = control negativo sano, (+) = control positivo a ToBRFV, ademas, TB1, TQ2 y FQ3 representan los
resultados de los aislados.

Ensayo de patogenicidad del TOBRFV en plantas de tomate

En la evaluacion de los parametros agronémicos (Tabla 2), se evidencia que el FQ3
expres6 la mayor reduccion significativa en la PH (49.48 cm), el SD (14.08 mm), el DRW
(59 g) y el PDW (280 g). Mientras tanto, TB1 disminuyé hasta 57.87 cm en PH, 15.53 mm en SD
y 71 g en DRW. Esta situacién puede ser atribuida a la presencia de genes de avirulencia en los
aislados FQ3 y TB1, ya que las semillas procedian de diferentes empresas comerciales (Avni et
al., 2019). Ademas, se observo en los invernaderos previamente al estudio que FQ3 mostraba
una incidencia y severidad superior en comparacion con TB1y TQ2.

Tabla 2. Parametros fisiologicos de plantas de tomate variedad
172-300 infectadas con diferentes muestras de ToBRFV a los 30 dias
posteriores a la inoculacién.

Tratamientos Variables evaluadas
PH (cm) SD (mm) DRW (g) PDW (g)
TB1 57.87+1.36° 15.53+2.14abc 71+£3.89¢¢ 310+3.53°
TQ2 51.28+3.18° 14.98+1.98 70+3.45b¢ 311+3.65°
FQ3 49.48+1.23% 14.08+1.36% 59+3.37¢ 280+3.19v¢
TA 107.38+1.392 17.47+2.95° 88+4.182 457+4.382
P valor 0.0001

Medias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa segun la prueba de Tukey
(p £0.05). PH: altura de planta; SD: diametro del tallo; DRW: peso seco de la raiz; PDW: peso seco de la planta.

Un desafio inherente a los tobamovirus radica en su capacidad para persistir en el suelo
o en el agua de riego, lo que facilita su rapida propagacion y prolongados periodos de infeccién
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(Ortiz-Martinez et al., 2022). Estos virus pueden diseminarse a través de heridas en las hojas,
contacto entre raices, semillas contaminadas y mediante la solucion nutritiva. Actualmente, estos
factores representan puntos criticos que contribuyen a la rapida infeccién por ToBRFV (Panno et
al., 2020), generando consecuentemente una disminucién en las variables agronémicas y en la
calidad de los frutos, tal como se evidencia en la Tabla 2 y 3.

La PH experimentdé cambios notables en los tres tratamientos, especialmente con FQ3,
que disminuyo un 53.9 % en comparacién con el TA. Este hecho coincide con la investigacion de
Takacs et al. (2001), en la que la infeccion del TMV redujo el crecimiento de las plantas de tomate.
En cuanto al SD, se observo que el aislado FQ3 mostré mayor afectacion, seguido de TQ2, debido
a la severidad ocasionada en plantas de tomate. Este fendmeno se relaciona con la afirmacién
de Bhat y Rao (2020) de que las plantas infectadas por virus reducen las variables fisiologicas
de la planta. En cuanto al DRW y PDW, aunque no se observé una diferencia estadisticamente
significativa entre los aislados, se ha comprobado que el FQ3 tuvo un efecto mas significativo
en estas variables. Esto concuerda con lo descubierto por Rys et al. (2014), quienes sefalan
que virus del pimiento Obuda (OPV) afecta los aparatos fotosintéticos de las plantas, reduciendo
la captacion de luz a través de las hojas y ocasionando una reduccion en la proliferacion de
brotes foliares en las plantas. La aplicacion de un analisis detallado de las variables agronémicas
resulta fundamental para la gestion efectiva de la enfermedad, la implementacion de medidas
preventivas, la cuantificacion de las pérdidas y el desarrollo de variedades de tomate resistentes
al ToBRFV (Eads et al., 2023; Caruso et al., 2022; Zhang et al., 2022). Ademas, la reduccion en
la biomasa de las plantas debido al ataque viral es un indicador de la infeccion y el dafio que las
plantas experimentan (Pagan et al., 2007).

En lo que respecta a las variables de calidad en el fruto (Tabla 3), se observa que el
tratamiento FQ3 se asocia con una diferencia estadisticamente significativa con los valores mas
bajos en FED vy Y, registrando 3.31 mm y 85.6 g, respectivamente. Ademas, este tratamiento
también afecta al FPD (3.22 mm) y el FI (1.03 mm), en comparacién con los otros tratamientos.

Tabla 3. Parametros de calidad de frutos de tomate variedad 172-
300 infectadas con diferentes muestras de ToBRFV a los 40 dias
posteriores a la inoculacién.

. Variables evaluadas
Tratamientos

FPD (mm) FED (mm) FI (mm) Y (g9)
TB1 4.17+0.94° 5.12+1-41b° 1.23+0.89° 131.244.39
TQ2 3.52+0.86%° 4.12+0.98% 1.1710.83° 125.4+4 17
FQ3 3.22+0.85 3.31+0.87% 1.03+0.81° 85.6+3.43%
TA 4.36+0.982 5.82+1.67¢ 1.33+0.96° 150.845.132

P valor 0.0001 0.0002 0.0001 0.0001

Medias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa segun la prueba de Tukey
(p < 0.05). FPD: diametro polar del fruto; FED: diametro ecuatorial del fruto; Fl: indice del fruto; Y: rendimiento
de cada tratamiento.
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Los efectos adversos del ToBRFV en diversos 6rganos de la planta de tomate, incluyendo
los 6rganos reproductores masculinos, facilitan la infeccion y la disminucién de la calidad de los
frutos (Avni et al., 2022). Asimismo, ToBRFV ocasiona un efecto negativo en la uniformidad del
tamano y el color del fruto (Menzel et al., 2019). Esto explica porque FQ3, seguido de TQ2 y TB1
redujo significativamente el diametro polar y ecuatorial de los frutos afectando notablemente la
calidad y tamano (Fl). Ademas, se ha documentado que las pérdidas de rendimiento en tomate
debido al ToBRFV pueden alcanzar el 40 % (Gonzalez-Concha et al., 2021), mientras que Ortiz-
Martinez et al. (2022) sugieren que estas pérdidas alcanzan hasta el 70 %. Por otro lado, Avni et
al. (2019) revelaron, a través de la hibridacién fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés),
que los genotipos de tomate evaluados y portadores del gen de resistencia Tm-22, experimentaron
una disminucién del rendimiento del 55 %. En cambio, en los tomates del cultivar TOP-2299 (genes
no conocidos), se obtuvo una disminucion del 40 % (Gonzalez-Concha et al., 2023). De acuerdo
con los resultados presentados en la Tabla 3, nuestros resultados indican que la disminucién del
rendimiento varié desde el 12.9 % (TB1) hasta el 43.1 % (FQ3) segun el aislamiento inoculado.
Estos hallazgos son consistentes con los informes mencionados anteriormente.

Escala de Severidad

A partir de los diversos aislados de ToBRFV, se elaboré una escala diagramatica de
severidad EDS-ToBRFV (Tabla 4), que abarcé un rango de severidad de 0 a 80.54. Los aislados
demostraron diferentes patogenicidades, creando ocho clases para cuantificar el grado de dafio,
donde: las clases 1 a 3 pertenecen al aislado TB1 (que presenté la menor severidad en foliolos
y frutos), las clases 3 a 5 se relacionan con TQ2, mientras que las clases 4 a 8 pertenecen al
aislado FQ3 (ocasion6 una mayor severidad).

La elaboracion de una escala diagramatica de severidad proporciona una herramienta
estandarizada de importancia para evaluar y diagnosticar de manera precisa la infeccion por
ToBRFV en cultivares de tomate (Gonzalez-Concha et al., 2023). Ademas, esta escala permite
la observacion continua de la evolucion de la infeccidn con el propésito de implementar medidas
de control, tales como la seleccién de genotipos resistentes y la aplicacion de una estrategia de
manejo efectiva (Luria et al., 2017).

Tabla 4. Escala de severidad para foliolos y frutos de tomate variedad
172-300 infectados con ToBRFV.

Clases Severidad? Reacciéon de ToBRFV
0 0 Sano
1 1.81-1047 Muy leve
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Continuacion

Tabla 4. Escala de severidad para foliolos y frutos de tomate variedad
172-300 infectados con ToBRFV.

Clases Severidad? Reaccion de ToBRFV
2 10.47 — 28.86 Severidad minima
3 28.86 — 34.57 Medianamente severo
4 34.57 - 43.33 Severo
5 43.33 -51.30 Muy severo
6 51.30 - 64.23 Medianamente agresivo
7 64.23 — 72.05 Agresivo
8 72.05 - 80.54 Muy agresivo

2arcoseno
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En el estudio realizado por Kabas et al. (2022), se utilizaron 44 accesiones de especies
silvestres y comerciales de tomate para establecer una escala de severidad de los sintomas
y la reaccion de la enfermedad ante la infeccién por ToBRFV a los 30 dpi, lo que resulté en la
clasificacion de los sintomas en tres categorias de severidad. De manera similar, Jewehan et al.
(20222) disefiaron una escala con cinco categorias de severidad a partir de los 15 dpi con 173
accesiones silvestres de tomate, sin embargo, su escala no incluye rangos especificos para la
severidad de los sintomas causados por TOBRFV. Gonzalez-Concha et al. (2023) elaboraron una
escala empleando foliolos de los cultivares TOP-2299 y MACIZO, donde establecieron cinco
categorias que se basan exclusivamente en caracteristicas cualitativas. La escala disefiada en
este estudio con el propdsito de evaluar la severidad causada por ToBRFV es fundamental en la
investigacion fitopatoldgica, ya que proporciona un diagndstico mas preciso de la enfermedad,
permite un monitoreo cuantitativo, lo que facilita la toma de decisiones efectivas.

Los diferentes aislados de ToBRFV al ser inoculados en plantas de tomate (Tabla 5)
demostraron que FQ3 presenta una incidencia mayor (90 %) y severidad (63.43 %) que los otros
aislados. Asimismo, el periodo de incubacion (IP) es mas corto, con nueve dpi en FQ3.

Tabla 5. Incidencia y severidad de los diferentes aislados de ToOBRFV
en plantas de tomate variedad 172-300.

Aislados Incidencia® Clases IP (dpi) Severidad?
PC 90 4-8 9 90
TB1 60 1-3 12 33.83
TQ2 67.21 3-5 1 45
FQ3 90 4-8 9 63.43
TA 0 0 0 0
P valor 0.0003 0.0001

IP: periodo de incubacion; dpi: dias posteriores a la inoculacion. 2arcoseno.

Ortiz-Martinez et al. (2022) han demostrado que la inoculacién de ToBRFV en ocho
variedades distintas de chile produjo un IP entre 6 y 11 dpi, asi como una severidad entre
20 y 57 %. Sus resultados evidencian la conexién entre la variedad de chile y la severidad de
la infeccion, asi como su influencia en el area foliar afectada. Nuestros resultados revelaron
similitudes notables con el IP, mientras que en la severidad se observaron niveles superiores.
Gaafar y Ziebell (2020) senalan que las plantas, como respuesta al estrés biodtico, producen un
mecanismo de silenciamiento de RNAen el citoplasma, mediante microRNAde 21 a 24 nucleétidos
de longitud, los cuales suprimen la transcripcion de RNA de tobamovirus. La inoculacion del
ToBRFV en plantas de tomate ha demostrado activar una respuesta hipersensible (HR), una
caracteristica compartida con otros tobamovirus (Luria et al., 2017). Como se puede apreciar
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en la Tabla 4 y 5, los tres aislados mostraron comportamientos muy diferentes, a pesar de que
TQ2 y FQ3 provenian de plantas cultivadas de la misma zona y de semillas suministradas por la
misma empresa. Este proceso probablemente se debe a que los genes de avirulencia (Avr) del
dominio de helicasa de 50 kDa (TMV P50) estan involucrados en la interaccion de los dominios
P50, receptores N y la proteina NRIP1 (Avni et al., 2019).

Sin embargo, se ha comprobado que ToBRFV es capaz de evadir la resistencia otorgada
por los genes del tipo R Tm-1, Tm-2 y Tm22, los cuales son genes dominantes en plantas de
tomate (Zhang et al., 2022). Esto podria explicar por qué la incidencia y la severidad de la infeccion
variaron significativamente entre los diferentes aislados evaluados en este experimento. Ademas,
los factores climaticos también se encuentran vinculados como una variable dependiente en la
patogenicidad del TOBRFV. El estudio de Klap et al. (2020) demostré como la temperatura afecta a
la infeccién por TOBRFV, sus hallazgos indican que la temperatura actia como un factor limitante,
ya que se presentd una baja incidencia de infeccidn en condiciones diurnas de 16 a 20 °C, y los
sintomas se manifestaron en 35 dpi. Recientemente, Nolasco-Garcia et al. (2023) emplearon la
amplificacién del segmento OFR2 del genoma del ToBRFV y aplicaron un algoritmo de maxima
entropia, analizando 22 variables bioclimaticas como predictores. Segun sus resultados, los
cambios climaticos que favorecen la incidencia y severidad del virus son la precipitacion pluvial
(27.7 %) y la humedad relativa del ambiente (26.4 %). Esto coincide con nuestros hallazgos, ya
que los aislados estudiados estuvieron expuestos a una temperatura que vario entre 26 °C desde
el inicio del cultivo hasta 38 °C durante la etapa de fructificacion. Se constatdé que, conforme se
incrementd la temperatura, la severidad del virus aumento significativamente.

En hojas de Nicotiana tabacum, se pudo observar que la diseminacién de ToBRFV
se atribuye a las proteinas de movimiento (MP), que trabajan en los plasmodesmos foliares;
estas proteinas, pertenecientes a las proteinas localizadas en los plasmodesmos numero 5
(PDLP5), estan estrechamente asociadas con la pared celular (Kutsher et al., 2021). Debido a
este mecanismo de infeccion por parte de ToBRFV, se produce un incremento en la severidad
de la infeccion (Tabla 5) y una acumulacién de la carga viral que afecta a los foliolos de la planta
(Tabla 4).

En el estudio realizado por Jewehan et al. (20222), se observo que los diversos aislados de
ToBRFV provenientes de Jordania tienen un impacto variable en la expresiéon de la enfermedad
en las plantas de tomate. Algunos de estos aislados resultaron en sintomas leves, como la
obstruccién en el desarrollo de las raices, necrosis y deformaciones en el tallo, como se muestra
en la Figura 2a.
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Figura 2. Sintomas producidos por los diferentes aislamientos de ToBRFV en
plantas de tomate variedad 172-300.

a) dafo en raiz, b-e) dafio en foliolos, f-g) necrosis en los l6culos de frutos y h-j) maduracion irregular y leves
manchas marrones en frutos.

Fuente: propia, tomadas por Ubilfrido Vasquez-Gutiérrez

En plantas de N. benthamiana y tomate infectadas con el ToBRFV, se ha comprobado
que ciertos aminoacidos clave (A™4, 1147, H®", N'% y K'2) presentes en ToBRFV, desempefian un
papel crucial en la superacién de la resistencia del gen Tm22? (Yan et al., 2021). Jewehan et al.
(20222) observaron que en plantas de tomate y de N. glutinosa inoculadas con el ToBRFYV, las
hojas sintomaticas presentaban niveles superiores de acido nucleico viral en comparacién con
las plantas infectadas que no presentaron sintomas visibles. Esto genera sintomas visuales tales
como enrollamientos, ligeros amarillamientos, mosaicos y ampollas en las hojas (véase Figura
2 b, c y d). A medida que se intensifica la infeccion, se pueden apreciar moteados y dafios mas
agresivos en las hojas como malformacion en forma de corddn (ver Tabla 4 y Figura 2 e).

La infeccion de ToBRFV en los frutos provoca manchas marrones necroéticas en el
epicarpio, el mesocarpio y los I6culos del fruto (Figura 2 f-g), manchas irregulares en la superficie
externa del fruto, junto con manchas marrones y una maduracién irregular (Figura 2 h-j). Se ha
propuesto que ToBRFV pudiese utilizar los lisosomas para facilitar su infeccion viral, y también
manipular las proteinas del huésped, mediante sus proteinas modificadas postraduccionales
(como TOM1-TOM2) para aumentar su contenido de RNA viral (Van Damme et al., 2023). El
silenciamiento de los genes SITOM1a y SITOM3 en las plantas de tomate conduce a una mayor
acumulacion de ToBRFV en el exocarpio (Kravchik et al., 2022), lo que lleva a la formacion de los
dafios observados en la Figura 2 y una reduccién en la calidad de los frutos, tal como se puede
observar en la Tabla 3.
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La administracién de la infeccion viral en el cultivo de tomate requiere una atencién
especifica tanto a su herencia genética como a las circunstancias climaticas. A pesar de ello,
es importante senalar que el tomate presenta una heterogeneidad genética limitada debido a
su proceso de domesticacion y a su intensa seleccién a la que ha sido sometido (Panno et al.,
2021). Es fundamental tener en cuenta que los virus son los responsables de casi la mitad de
las enfermedades emergentes en la produccion de tomate. Un ejemplo relevante es el ToBRFV,
el cual ha generado infecciones a través de la transmisién por los tegumentos externos y el
endospermo de la semilla, como también mediante la transmision mecanica por micro lesiones
inducidas en las plantas durante las practicas agronémicas (Caruso et al., 2022).

Con el propésito de cultivar tomates libres del TOBRFV y prevenir su propagacion en los
sistemas de agricultura protegida, resulta imperativo identificar y adoptar una combinacion de
practicas fitosanitarias en el proceso de produccién de tomate (Panno et al., 2020). Una estrategia
innovadora para alcanzar este objetivo es seleccionar un hibrido de tomate F1 que sea tolerante
a los tobamovirus, junto con semillas libres del ToOBRFV; ademas, resulta beneficioso que la
planta pueda producir niveles elevados de proteinas solubles totales, compuestos fendlicos y una
significativa actividad enzimatica de catalasas y peréxido dismutasa (Nadeem et al., 2022; Panno
et al., 2021). Los resultados obtenidos en nuestro analisis destacan la importancia de la fuente
de in6culo del TOBRFV y su papel en el proceso de seleccién de la variedad de tomate a cultivar,
incluso en circunstancias en las que ya se ha detectado el virus en la misma localidad.

Conclusiones

El virus de la fruta rugosa marrén del tomate (ToBRFV) representa una grave amenaza
econdmica para la produccion de tomate en Coahuila, México. Los resultados de este estudio
indican que el aislado de TOBRFV FQ3 tuvo un impacto significativo en los parametros agronémicos
de las plantas y en la calidad de los frutos de tomate de la variedad 172-300, evaluados en este
estudio. Al examinar la infeccion de diversos aislados de ToBRFV en las plantas de tomate, se
observo que FQ3 presentd una incidencia y severidad significativamente superior. Asimismo, se
destaca que la variedad 172-300 (Yiksel) se presenta como un material genético prometedor
para la produccion comercial de tomate bajo invernadero en Coahuila. Estos hallazgos no solo
enriquecen la comprensién de la patogénesis de ToBRFYV, sino también favorecen al desarrollo de
sistemas de manejo integrado de enfermedades emergentes en la produccion de tomate.
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