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SUMMARY

Background. Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) is an emerging pathogen distributed in different regions of
Mexico. Objective. To test the presence of TOBRFV in tomato plants of the Mesias variety (HM-Clause) in five
greenhouses located in San Pablo Guila, Oaxaca. Methodology. Using ImmunoStrip (Agdia, Elkhart, USA) a
serological assay was performed on the five samples collected from the greenhouse. Using a modified version of Koch's
postulates, tomato plants var.192-536 F1 were mechanically inoculated. A biological indexing assay was also
performed, where 30-day-old plants of Chenopodium amaranticolor and Nicotiana longiflora were inoculated from
infective sap prepared from each sample collected. The sandwich ELISA (DAS-ELISA) was performed 30 days post
inoculation (dpi). Subsequently, a fragment of the 475 bp region was amplified by reverse transcription (RT) and
polymerase chain reaction (PCR). Results. The ImmunoStrip assay was positive for TOBRFV, inoculation of plants
30 dpi, expressed symptoms of blistering, yellowing, mosaic and leaf deformation. N. longiflora plants showed local
necrotic lesions, while Ch. amaranticolor expressed the formation of local chlorotic lesions. Likewise, the samples run
by DAS-ELISA yielded a positive diagnosis for TOBRFV. The RT-PCR products obtained amplified a 475 bp fragment
confirming the presence of TOBRFV in the five samples studied. Implications. There are limited reports confirming
the presence of ToBRFV in Mexican states. Conclusions. To our knowledge, this is the first occurrence of TOBRFV
infecting tomato plants in greenhouses in Oaxaca, Mexico.
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RESUMEN
Antecedentes. Tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV) es un patdgeno emergente que se encuentra distribuido en
diferentes regiones productoras de México. Objetivo. Comprobar la presencia de ToBRFV en plantas de tomate
variedad Mesias (HM-Clause) en cinco invernaderos ubicados en San Pablo Guild, Oaxaca. Metodologia. Utilizando
InmunoStrip (Agdia, Elkhart, USA) se realiz6 un ensayo seroldgico a las cinco muestras colectadas de invernadero.
Aplicando una version modificada de los postulados de Koch, se inocularon mecanicamente plantas de tomate var.192-
536 F1. También se realiz6 un ensayo de indexacion biolégica, donde se inocularon plantas de 30 dias de Chenopodium
amaranticolor y Nicotiana longiflora a partir de sabia infectiva preparada de cada muestra colectada. El ensayo ELISA
tipo sandwich (DAS-ELISA) se realizo a los 30 dias posteriores a la inoculacion (dpi). Posteriormente se amplifico
por transcripcion inversa (RT) y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) un fragmento de la region de 475 pb.
Resultados. El ensayo por InmunoStrip dio positivo a ToBRFV, la inoculacién de plantas 30 dpi, expresaron sintomas
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de ampulaciones, amarillamientos, mosaicos y deformaciones en hojas. Las plantas de N. longiflora presentaron
lesiones locales necréticas, mientras que Ch. amaranticolor expreso la formacidn de lesiones locales cloréticas. Asi
mismo las muestras corridas por DAS-ELISA arrojaron un diagnostico positivo a TOBRFV. Los productos de RT-
PCR obtenidos amplificaron un fragmento de 475 pb confirmando la presencia de ToBRFV en las cinco muestras
estudiadas. Implicaciones. Existen limitados reportes donde confirmen la presencia del ToOBRFV en estados de
México. Conclusiones. Hasta donde sabemos es la primera ocurrencia de TOBRFV infectando plantas de tomate en

invernaderos de Oaxaca, México.

Palabras clave: ensayo serolégico; indexacion biologica; ocurrencia; tobamovirus.

INTRODUCCION

La produccién de tomate en México representa una de
las prioridades para los consumidores de todo el
mundo, tan s6lo en 2023, se estimd un volumen en la
produccion de 3,401,300 toneladas. Oaxaca es
considerado uno de los estados emergentes
productores de tomate, debido al nimero de empleos
que genera la produccion de este cultivo para la
manutencion de familias urbanas, reduciendo con esto
el indice de emigracion a Estados Unidos (Jiménez-
Velasco et al., 2017; Mendoza-Ramirez et al., 2022).
Oaxaca mantiene una produccion de 36 300 Ton
(SIAP, 2022), distribuida en la regién Mixteca (45 %),
Valles Centrales (31 %), en la Sierra Sur (14 %), en la
Sierra Norte (12 %) y un 10 % en las regiones del
Istmo, Costa, Papaloapan y Cafiada (SIAP, 2019). Sin
embargo, la produccion de tomate en San Pablo Guila,
se ha visto afectada por la presencia del “tomato brown
rugose fruit virus” (ToBRFV), tobamovirus de
importancia cuarentenaria en diversas regiones de
México, asi como la falta de iniciativa de pequefios
productores en la formacion de cooperativas agricolas
(Jiménez-Velasco et al., 2017; Mendoza-Ramirez et
al. 2022). ElI ToBRFV, ocasionado por la especie
Tobamovirus fructirugosum, es una enfermedad
emergente para México, considerado una plaga no
cuarentenaria reglamentada (PNCR), con requisitos
obligatorios para la produccién de semilla libre de
virus. Los primeros registros de ToBRFV se
observaron en invernaderos de tomate de Ensenada,
Baja California, México en 2017 (Camacho-Beltran et
al., 2019), posteriormente en septiembre de 2018, fue
reportado en invernaderos de tomate y chile en
Yurécuaro, Michacén, México (Cambron-Crisantos et
al., 2019)- Tiempo después se registro la presencia de
ToBRFV infectando plantas tomate cultivadas en
General Cepeda, Coahuila, México (Vasquez-
Gutiérrez et al., 2023a).

La dispersidn del virus en las regiones productoras de
México fue demasiado répida a partir de la primera
observaciéon en 2014, de un virus desconocido que
producia sintomas inusuales en plantaciones de tomate
en lsrael (Luria et al., 2017). Conforme al primer
reporte de ToBRFV en México, entrd al estatus como
Plaga accionable y en curso de erradicacién, dado que

se desconocian las medidas fitosanitarias para el
manejo de la enfermedad, pero en ese mismo afio
cambi6 a Plaga Cuarentenaria debido a la presencia de
ToBRFV en algunas regiones productoras bajo control
oficial, sin embargo inmediatamente pasé al estatus
como Plaga no cuarentenaria reglamentada (PNCR)
debido a la distribucién en diferentes regiones
productoras de México y el impacto econdmico en la
produccién de tomate (EPPO, 2024; CNRF, 2018). Se
generaliza que ToBRFV se encuentra presente en todo
México, sin embargo, existen pocos reportes que
afirmen este criterio, lo que causa una falta de
informacién hacia los productores, y repercute en la
toma de medidas fitosanitarias para la aplicacion en
sus cultivos de tomate y evitar las pérdidas
ocasionadas. Por lo cual, este trabajo tuvo como objeto
confirmar la presencia de ToBRFV en plantas de
tomate, mediante serologia, molecular, prueba de
patogenicidad e indexacion biologica, de muestras
provenientes de Oaxaca, México.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y deteccidon

En el municipio de San Pablo Guila, Oaxaca
(N16°48'10.066" W96°26'26.301") se report6 en 2023
una enfermedad que se propag6 rapidamente en
plantas de tomate cultivados bajo invernadero. Las
plantas mostraron sintomas poco inusuales de:
mosaicos, amarillamientos intervenales y ampulas en
hojas, mientras que en frutos, maduracion irregular y
rugosidades color marrén (Figura A 'y B), similares al
ToBRFV descrito por Luria et al. (2017). EI mismo
problema se presentd en el siguiente ciclo de cultivo
2024, donde se observaron los mismos sintomas en
tomate de la variedad Mesias (HM Clause) que
portaban genes de resistencias a Tm-2 y Tm-22 al
tomato mosaic virus (ToMV). Para realizar un primer
diagnostico presuntivo, se aplicd un muestreo en zig
zag, se colectaron hojas apicales con sintomas
especificos, provenientes de plantas infectadas. Se
tom6 0.3 g de tejido sintomatico de las muestras
colectadas, se homogeneizaron y se sometieron a una
prueba rapida utilizando InmunoStrip (Agdia, Elkhart,
USA) para corroborar la presencia del ToBRFV, en
total se realizaron tres pruebas por invernadero.



Tropical and Subtropical Agroecosystems 27 (2024): Art. No. 129

Figura 1. Sintomas expresados en frutos y hojas‘de to

Ensayo de Postulados de Koch

Se sembraron semillas de tomate hibrido 172-300
(YYuksel Tohum, Antalya, Turquia) en semilleros
utilizando como sustrato Peatmos y perlita en una
proporcion de 3:1. El trasplante se realizd 30 dias
posteriores a la siembra en macetas de poliuretano con
capacidad de 2 kg. Las plantas de tomate se fertilizaron
tres veces por semana con solucién steiner al 25 %
(Steiner, 1961). 10 dias después del trasplante se
homogeneizé en frio tejido sintomatico por cada
muestra y se prepar6 un indculo a una concentracion
de 1: 10 (p/v) en solucién tampdn de fosfatos (STF)
0.01 M, pH 8 con celite (Merk, Ciudad de México,
México). Utilizando hisopos impregnados con 100 pL
de indculo, se dispersaron sobre las primeras dos hojas
apicales de cada planta, posteriormente se lavaron las
hojas con STF. Se inocularon tres plantas por cada
muestra colectada, donde este proceso se repitid cinco
veces. La evaluacion de los sintomas comenzé desde
10 a los 30 dias posteriores a la inoculacién (dpi).

Identificacion DAS-ELISA del ToBRFV

Para identificar el presunto tobamovirus, se realizé un
ensayo serolégico con DAS-ELISA tipo sandwich
(Agdia, Elkhart, Estados Unidos) a 405 nm. Las
muestras procesadas correspondieron a cinco macetas
por muestra colectada. El control positivo (CP) se
obtuvo de plantas procedentes de una fuente de inéculo
experimental ~ ubicada en invernaderos  del
Departamento de Parasitologia, aislado FQ3 con
nimero de accesion NCBI (PP694587). El control
negativo se tomaron plantas sanas no inoculadas con
ToBRFV. El extracto infectivo se preparé a una

mate ba
en frutos; B) mosaicos severos y deformacion en hojas de tomate. (Imagenes propias de los autores).
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concentracion de 1:10 (p/v). El ensayo comenz6 a
partir de la sensibilizacion de la placa para lo cual se
agrego el anticuerpo de captura (ACC 00960) (Agdia,
Elkhart, Estados Unidos) a una concentracion de 1:200
ML en Carbonate Coating Buffer (CCB) 1X y se incub6
(12 h a 53 °C) en refrigeracion. Posteriormente, se
macerdé el tejido sintomatico a una concentracién de
1:10 (p/v) en bolsas de extraccion (12x15 mm)
(BioCiencia, Nuevo Lebén, México) con General
Extract Buffer (GEB) 1X (pH 7.5), se lavé la placa
sensibilizada por tres veces con Phosphate Buffer
Saline — Tween 20 (PBST 1X) y se agreg6 100 pL de
las muestras extraidas, el control positivo y control
negativo; se incub6 la placa por 2 h a temperatura
ambiente (24+2 °C). Se lavd la placa y se agrego el
conjugado enziméatico (ECA ACC 00960) (Agdia,
Elkhart, Estados Unidos) a una concentracion de 1:200
ML en Liquid Concentrate Buffer (ECI) 1X (pH 7.5) e
incub6 por 2 h a temperatura ambiente. Por Gltimo, se
preparé el sustrato p-nitrophenyl phosphate (PNP) en
Buffer 1x (pH 9.8) a una concentracion de Img mLy
se vacio 100 pL en cada pocillo de la placa
previamente lavada. Se incubé por 30 min y se
procedié a la lectura, mediante densidad éptica (DO) a
405 nm utilizando un lector de placas Multiskang 60
(Thermo Fisher™, Madrid, Espafia). Sélo se tomd una
lectura a los 30 minutos. Se consideraron las muestras
positivas, aquellas que arrojaron absorbancias
superiores a dos veces el control negativo (0.1).

Confirmacién de la infeccion por TOBRFV
Para la identificacion molecular, se seleccionaron las

plantas pertenecientes a cada muestra con mayores
sintomas, y con mayor concentracion viral (DO). En
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total se proces6 una planta por muestra (tratamiento).
Se cortaron las nervaduras de las hojas, y se extrajo
ARN de las hojas sintométicas con el kit RNA
Isolation System (Promega). Se utilizaron los
siguientes controles: el control negativo (CN) reaccion
de PCR+ agua grado PCR, control negativo de matriz
(CNM) planta de tomate no infectada con ToBRFV de
la misma variedad, y el control (CP) positivo,
ToBRFV (Clona). La amplificacion por transcripcion
inversa (RT) y reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se realizé de acuerdo con Rodriguez-Mendoza
etal. (2019). Se utiliz6 el cDNA del gen enddgeno del
proceso RT-PCR, los oligonucledtidos fueron

TOBRFV-F (5 -
AACCAGAGTCTTCCCTATACTCGGAA-3")
y/TOBRFV-R (5 -

CTCACCATCTCTTAATAATCTCCT-3),
disefiados para amplificar un fragmento de la region
475 pb (Rodriguez-Mendoza et al., 2019). Se aplico 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 amplificacion resultantes se observaron
en un gel de agarosa al 1.5 %.

Ensayo de indexacion biol6gica

Para el ensayo de indexacion bioldgica se sembraron
plantas de Chenopodium giganteum D. Don vy
Nicotiana longiflora Cav., en macetas de poliuretano
con capacidad de 2 kg, utilizando como sustrato
peatmos y perlita en una proporcién de 3:1. Las plantas
se fertilizaron como solucion Steiner al 25% (Steiner,
1961). Se seleccionaron tres plantas de tomate por
muestra del ensayo de postulados de Koch, y se
colectaron foliolos apicales sintomaticos y prepard un
inéculo ToBRFV a 1:10 (p/v) en STF. La inoculacién
se realiz6 10 dias posteriores a la siembra, utilizando
un hisopo impregnado con 100 pL de sabia infectiva,
se disperso sobre las hojas completas de cada planta de
N. longiflora y Ch. amaranticolor, se inocularon cinco
hojas por planta. La evaluacion de lesiones cloréticas
locales y lesiones locales necréticas se realizé a los 15
dias posteriores a la inoculacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacion de postulados de Koch

La aplicacion de los postulados de Koch demostro la
presencia de ToBRFV en las muestras analizadas
provenientes de una region de Oaxaca. Los sintomas
comenzaron a expresarse a partir de los 10 dpi. Se
observaron leves ampulaciones en las primeras hojas
inoculadas de S. lycopersicum (Figura 2 A), a los 20
dpi, se observaron mosaicos severos, ademas
ampulaciones en hojas de toda la planta (Figura 2B y
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2C), a los 30 dpi se observaron infecciones sistémicas
en las plantas de las muestras estudiadas;
ampulaciones severas, deformaciones en hojas,
enrollamientos, mosaicos severos y reduccion de la
lamina foliar (Figura D). Los postulados de Koch
demostraron el desarrollo de los sintomas esperados
por ToBRFV de acuerdo con Luria et al. (2017);
Camacho-Beltrén et al. (2019).

ToBRFV ocasiona diferentes sintomas, los cuales
varian de acuerdo con el genotipo del hospedante que
infecte, estacion, temperatura, condiciones de
desarrollo ya sea en invernadero o campo abierto, edad
de la planta y momento de la infeccidn (Caruso et al.,
2022). Dichos sintomas directos como indirectos
impactan de forma negativa en la calidad y el valor
econodmico de la produccién, resultando en pérdidas
economicas (Menzel et al., 2019). En su mayoria los
tobamovirus comparten expresiones de sintomas
similares, sin embargo, TOBRFV se caracteriza por
presentar sindromes mas severos que cualquier otra
especie del mismo género. De los sintomas de
ToBRFV en hojas destacan mosaicos, ampulaciones,
deformaciones, en frutos deformacién, rugosidades
color marrén, moteados, maduracion irregular,
manchas amarillas y necrosis externa como interna
(Gonzalez-Concha et al., 2023; Jewehan et al., 2022;
Vasquez-Gutiérrez et al., 2023a; Zhang et al., 2022;
Algunos de estos sintomas concordaron con los
observados en nuestro trabajo.

Confirmacion de ToBRFV

La primera deteccion realizada con InmunoStrip
(Agdia) en hojas de tomate colectadas de plantas
procedentes de invernadero dio positivo al TOBRFV
(Figura 2A). La técnica seroldgica mediante DAS-
ELISA, confirmo la presencia de ToBRFV en plantas
de tomate inoculas en los postulados de Koch. Todas
las muestras analizadas por DAS-ELISA presentaron
mayores absorbancias por encima de dos veces el
testigo negativo (0.1) por lo que se consideraron
positivas a ToBRFV. La técnica mediante RT-PCR
confirmé la presencia de ToBRFV, donde todas las
muestras procesadas amplificaron una amplicon de
475 pb (Figura 3).

La deteccion de ToBRFV mediante técnicas rapidas
como InmunoStrip (Agdia) y DAS-ELISA (Agdia)
apoya el diagndstico de ToBRFV, alertando la
presencia del virus en plantas de tomate para la toma
de decisiones de manejo, debido a su sensibilidad
analitica, con un rango de 64 a 320 pg/mL)
proporciona una alta especificidad en el diagndstico de
diversos aislados de ToBRFV de hasta el 100 %
(Vésquez-Gutiérrez et al., 2024; Eads et al., 2023). Por
otro lado, los diferentes protocolos basados en la
amplificacién de &cidos nucleicos, que incluyen: PCR
en tiempo real (RT-PCR), PCR cuantitativa en tiempo
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real (RT-gPCR), y PCR digital (ddPCR) para
deteccion en foliolos, frutos y semillas (Panno et al.,
2019b; Rodriguez-Mendoza et al., 2019; Chanda et al.,
2021b; Yan et al., 2021b; Menzel y Winter, 2019)
amplian las estrategias de diagnostico del virus en
tiempo real.

Diagnostico de ToBRFV a partir de plantas
diferenciales

Las hojas inoculadas con ToBRFV de Chenopodium
giganteum produjeron lesiones locales clordticas
(Figura 4A) como respuesta de hipersensibilidad ante
la infeccion del virus, por otro lado, la inoculacién en

Figura 2. Progreso de la expresién de sintomas en plantas inoculadas con muestr

Vésquez-Gutiérrez et al., 2024

hojas de Nicotiana longiflora expresaron lesiones
locales necréticas (Figura 4B) esto coadyuva en
determinar la presencia de ToBRFV en las muestras
analizadas. La indexacion biolégica mediante plantas
diferenciales es un método muy utilizable para el
diagndstico de ToBRFV (Yan et al., 2021b) debido a
su expresion de sintomas locales. En su mayoria suelen
utilizarse las especies de: Chenopodium giganteum,
Nicotiana tabacum cv. Samsum, Nicotiana
clevelandii, Nicotiana glutinosa y N. tabacum var.
Xanthi-nc. Sin embargo, el uso de Nicotiana longiflora
es la segunda vez que se menciona y destaca su uso en
el diagnostico de ToBRFV con plantas diferenciales
(Véasquez-Gutiérrez et al., 2024).

TR
as infectadas de TOBRFV. A-D) leves

ampulaciones, mosaicos severos y deformacion de foliolos. (Iméagenes propias de los autores).

Linea control sy ‘ 475 pb
Linea muestramp
(positiva)

8 7 8 9 10 11 12 13 14 (+) (+) MM

—

Figura 3. Identificacion de ToBRFV por inmunoStrip y RT-PCR. A) deteccion rapida de ToBRFV a partir de
inmunoStrip (Agdia); B) Resultado de la identificacion molecular de TOBRFV en muestras de tomate colectadas en
invernaderos de Oaxaca. MM: marcador de peso molecular con un tamafio de 1 kb y divisiones de 100 pb. (-) control
negativo (Reaccion de PCR+ Agua grado PCR); 1-2: control negativo de matriz; 5-6: muestra 1; 7-8: muestra 2; 9-10:
muestra 3: 11-12; muestra 4; 13-14 Muestra 5; (+) Control positivo: ToBRFV (Clona).



Tropical and Subtropical Agroecosystems 27 (2024): Art. No. 129

, £
‘ e
| fgwi 7

Vésquez-Gutiérrez et al., 2024

Figura 4. Plantas diferenciales en el diagnostico de ToBRFV. A) lesiones locales cloréticas producidas en hojas de
Ch. giganteum; B) lesiones locales necréticas en hojas de N. longiflora. (Imagenes propias de los autores).

CONCLUSION
Se detectd y confirm6 por primera vez plantas de
tomate infectadas por ToBRFV en invernaderos en
Oaxaca, México.
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