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RESUMEN

El virus del fruto rugoso marron del tomate (ToBRFV) es un virus emergente
que afecta gravemente los cultivos de tomate y pimiento, ocasionando pérdidas
economicas a nivel mundial. Debido a su rapida propagacion y persistencia, es
necesario desarrollar herramientas moleculares para estudiar su biologia y
patogenicidad. Los clones infecciosos son una estrategia fundamental en virologia,
ya que permiten analizar el comportamiento del virus en condiciones controladas.
En esta tesis se tuvo como objetivo amplificar el genoma completo de ToBRFV y
obtener la secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV) con el
terminador de la sintasa de nopalina (NosT), con el fin de construir un clon
infeccioso en un futuro. EI genoma de cuatro aislados virales, obtenidos en
diferentes regiones de México, fue amplificado mediante RT-PCR, logrando obtener
un amplicon completo de 6.4 kb para cada uno. Adicionalmente, el fragmento
ribozima-NosT fue construido mediante PCR de solapamiento. Tres de los cuatros
aislados estudiados, fueron inoculados en Nicotiana benthamiana y en plantas de
tomate comercial por el fin de determinar su grado de virulencia. Los resultados
mostraron que el aislado ToBRFV procedente de Jalisco presenté la mayor
virulencia, seguido de ToBRFV procedente de mercado local con efectos
moderados, mientras que ToBRFV procedente de Hidalgo no mostré sintomas. La
deteccion del virus se confirmé mediante RT-PCR. Estos resultados demuestran
que existe una variabilidad de virulencia en la poblacion de ToBRFV en México, y
proporcionan elementos para el desarrollo de un clon infeccioso, que permitira

estudiar el ToOBRFV y contribuir al disefio de estrategias para su control.

Palabras clave: ToBRFV, clon infeccioso, NosT, PCR, RT-PCR,

Nicotiana benthamiana, tomate, ribozima.
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ABSTRACT

The tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) is an emerging virus that
severely affects tomato and pepper crops, causing significant economic losses
worldwide. Due to its rapid spread and persistence, it is essential to develop
molecular tools to study its biology and pathogenicity. Infectious clones are a
fundamental strategy in virology, as they allow the analysis of viral behavior under
controlled conditions. The objective of this thesis was to amplify the complete
genome of ToBRFV and obtain the ribozyme sequence of the hepatitis delta virus
(HDV) along with the nopaline synthase terminator (NosT), with the aim of
constructing an infectious clone in the future. The genome of four viral isolates,
collected from different regions of Mexico, was amplified by RT-PCR, successfully
obtaining a complete 6.4 kb amplicon for each. Additionally, the ribozyme-NosT
fragment was constructed through overlap PCR. Three of the four isolates studied
were inoculated in Nicotiana benthamiana and commercial tomato plants to
determine their degree of virulence. The results showed that the ToBRFV isolate
from Jalisco exhibited the highest virulence, followed by the ToBRFV isolate from a
local market with moderate effects, while the ToBRFV isolate from Hidalgo showed
no symptoms. Virus detection was confirmed by RT-PCR. These findings
demonstrate the existence of virulence variability within the ToBRFV population in
Mexico and provide essential elements for the development of an infectious clone,
which will enable further study of ToBRFV and contribute to the design of control

strategies.

Keywords: ToBRFV, infectious clone, NosT, PCR, RT-PCR, Nicotiana benthamiana,

tomato, ribozyme.
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1. INTRODUCCION

El virus del fruto rugoso marrén del tomate (TOBRFV de sus siglas en inglés “Tomato
Brown Rugose Fruit Virus”) es un virus emergente que afecta cultivos de tomate y
pimiento, causando graves pérdidas econdémicas a nivel mundial (Cambron
Crisantos et al., 2019). El ToBRFV pertenece al género de los tobamovirus que se
transmiten facilmente de forma mecanica y a través de semillas (particulas
infecciosas en la testa) que infectan los brotes cuando germinan. El virus puede
permanecer en los residuos vegetales y en los suelos contaminados con el virus
durante varios meses, y en las semillas infectadas durante varios afios (Dombrovsky
& Smith, 2017). Su rapida propagacion y persistencia han generado la necesidad de

desarrollar herramientas moleculares para su estudio en condiciones controladas.

Los virus representan patdogenos que alteran las funciones fisiolégicas de las
plantas, interfiriendo con su funcionamiento normal y, generalmente, reduciendo los
rendimientos. En casos mas graves, estos patdégenos pueden llegar a causar la
muerte de las plantas afectadas. Debido a su tamafo, los virus requieren el uso de
técnicas especializadas para su deteccidn. Para el diagndstico de infecciones
virales en plantas, se emplean métodos como ELISA, las pruebas de inoculacion y
la PCR. Sin embargo, ELISA y la inoculacion no se consideran de alta sensibilidad
en comparacion con la PCR. Mientras que la PCR permite detectar concentraciones
minimas de material genético viral con gran precision, ELISA depende de la
concentracion del virus y la calidad del anticuerpo utilizado. Por su parte, la
inoculacion en plantas indicadoras se basa en la manifestacion de sintomas, lo que

puede variar segun diversos factores (Vasquez Gutiérrez et al., 2025).

Para entender el comportamiento del virus en la célula y estudiar procesos
moleculares como la replicacion y las interacciones virus-hospedador, se
desarrollan los clones infecciosos como herramienta de estudio (Teodoro Junqueira
et al., 2014). Estos clones se construyen clonando el genoma viral de longitud
completa en un vector de expresion bajo el control de un promotor fuerte y estable
como el promotor 35S CaMV. Sin embargo, la clonacién exige varios pasos: elegir

el vector
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binario adecuado, afadir los elementos necesarios, construir cONAs de genomas
de RNA virales, entre otros (Tu et al., 2021).

A pesar de que se ha logrado obtener cDNA de longitud completa, Boyer & Haenni,
(1994) destacaron que varios factores pueden influir en la infectividad de los
transcritos de RNA, como la presencia de mutaciones en las regiones no traducidas
(UTRs) tanto ' como 3'. Para garantizar el éxito de la clonacion y la infectividad del
transcrito, es necesario realizar ciertos ajustes técnicos. Primero, se debe eliminar
cualquier nucledtido entre el inicio de la transcripcion y el extremo 5' del genoma
viral. En segundo lugar, es fundamental afiadir una estructura ribozimica en el
extremo 3', antisentido del terminador, especialmente en el caso de virus que no
poseen una cola poli(A) (Teodoro Junqueira et al., 2014). En este marco, uno de los
terminadores empleados en diversos sistemas de clonacion viral es el terminador
Nos, que ha mostrado ser eficiente en la estabilizacion del RNA y en la mejora de la

expresion genética (Ma et al., 2021).

Por ello, esta tesis tuvo como objetivo amplificar el genoma completo de ToBRFV y
obtener la secuencia de ribozima de hepatitis delta (HDV) junto con el terminador de
nopalina sintasa (NosT), para generar en el futuro un clon infectivo del virus. El
genoma viral sera integrado en un vector binario compatible con Escherichia coli y

Rhizobium radiobacter, 1o que facilitara la infeccion experimental de plantas.

De otro lado, para elegir el adecuado aislado del virus, se estudié la virulencia de
cuatro aislados de ToBRFV mediante inoculacion mecanica en Nicotiana
benthamiana y en tomate comercial. La evaluacion de la virulencia en estas plantas
permitira establecer correlaciones entre las caracteristicas genéticas de los aislados
y su capacidad para infectar y causar dafio en los cultivos de interés, lo que

contribuira al desarrollo de estrategias de manejo y control.

1.1. Justificacién
En esta tesis se pretendio amplificar el genoma total de aislados de ToBRFV y
obtener la secuencia de ribozima (HDV). La obtencion del genoma viral completo
facilitara su clonacion en un vector binario (plasmido con origen de replicacion en E.

coliy R. radiobacter) lo que permitira la obtencion de un clon infectivo del virus con
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todos los elementos necesarios para su integracion en la planta. Este clon se
considera una herramienta necesaria para caracterizar el comportamiento biolégico
del virus in vivo y entender las relaciones planta-virus y virus-vector. La ribozima, es
una secuencia que tiene propiedad autocatalitica, se usa para facilitar el
procesamiento preciso del RNA en genomas virales, y ofrece varias ventajas en la
biotecnologia vegetal y la investigacion agricola, como no esta disponible en

nuestros laboratorios se trabajé a construirla en esta tesis.

1.2. Hipotesis
La amplificacion del genoma completo de ToBRFV y la construccion de la ribozima
con el terminador Nos (HDRz-NosT) permitira el desarrollo de un clon infectivo
funcional. Este clon podra utilizarse para estudios de interaccion virus-hospedador y

en el disefo de estrategias de manejo y control del TOBRFV.

1.3. Objetivo general
Establecer los primeros pasos de la construccion de un clon infectivo del TOBRFV.
Esto consiste en amplificar y construir dos principales elementos: el genoma

completo del virus y la ribozima (hepatitis delta virus (HDV) ribozyme (HDRz)).

1.3.1. Objetivos especificos
1.3.1.1.  Construir y amplificar la ribozima con el terminador Nos
(HDRz-NosT).
1.3.1.2.  Amplificar el genoma completo de ToBRFV de 6.4 kb en
un solo paso de PCR.
1.3.1.3.  Analizar la virulencia de aislados de ToBRFV en

Nicotiana benthamiana y tomate comercial
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1. \Virus de plantas

Las enfermedades virales en las plantas, también llamadas "cancer de las plantas”,
ocupan el segundo lugar de importancia solamente después de las enfermedades
fungicas y han provocado pérdidas significativas en la agricultura (Zhao et al.,
2017). Los virus afectan cultivos de hortalizas y de campo en distintas regiones del
mundo, disminuyendo su produccién (Hammond, 2027). La palabra "virus" proviene
del latin virus, que significa toxina o veneno, y se refiere a un agente infeccioso
compuesto de material genético (DNA o RNA) que necesita una célula hospedera
para multiplicarse. Su estructura puede incluir una capside proteica, y en algunos
casos, también una envoltura lipidica tomada de la membrana de la célula infectada.
Para sobrevivir y propagarse, un virus debe replicarse dentro de la célula,
transmitirse a nuevos hospederos por vectores y evadir sus defensas (Alarcon &
Ojeda Flores, 2018).

2.2. El género Tobamovirus

Los tobamovirus pertenecen a un género de virus de RNA monocatenario de
sentido positivo con viriones de forma tubular, pertenecientes a la familia
Virgaviridae (Adams et al., 2009). Los miembros de este género se transmiten de
manera altamente eficiente a través del contacto mecanico, ya sea por manipulacion
de plantas infectadas, herramientas contaminadas o semillas infectadas. Esta alta
estabilidad en el ambiente y su capacidad de persistencia en superficies inertes los
convierten en un reto significativo para el control fitosanitario. A nivel genémico, los
tobamovirus presentan una gran estabilidad evolutiva, aunque han surgido nuevas
especies, como el ToBRFV, que han logrado superar resistencias genéticas.
Actualmente, el género Tobamovirus incluye 37 especies de relevancia mundial,
muchas de las cuales afectan cultivos de solanaceas, causando sintomas
caracteristicos y requiriendo métodos serolégicos especificos para su identificacion
(Vasquez Gutiérrez et al., 2025; Adams et al., 2009).

Entre los tobamovirus mas relevantes se encuentran el virus del mosaico del tabaco
(TMV, especie Tobamovirus tabaci), el virus del mosaico del tomate (ToMV, especie
Tobamovirus tomatotessellati), el virus del mosaico verde leve del tabaco (TMGMV,

especie Tobamovirus mititessellati), el virus del moteado leve del pimiento (PMMoV,
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especie Tobamovirus capsici), el virus del mosaico moteado del tomate (ToMMYV,
especie Tobamovirus maculatessellati) y el virus del fruto rugoso marrén del tomate
(ToBRFV, especie Tobamovirus fructirugosum) (Salem et al., 2016; Dombrovsky &
Smith, 2017). El virus del mosaico del tabaco (TMV), perteneciente a este género,
fue el primer virus descubierto en 1886 (Shen et al., 2013), marcando un hito en la

virologia y estableciendo las bases para el estudio de otros virus vegetales.

2.3. Elvirus del fruto rugoso marrén del tomate (ToBRFV)
2.3.1. Descubrimiento y distribucién

El ToBRFV es una especie recientemente descrita del género Tobamovirus que ha
emergido como una amenaza significativa para los cultivos de tomate, afectando
tanto a aquellos en campo abierto como en invernaderos en diversas partes del
mundo. Este virus ha sido reportado en paises como Jordania (Salem et al., 2016),
Estados Unidos (Chitambar, 2018), México (Cambrén Crisantos et al., 2019),
Alemania (Menzel et al., 2019), Italia (Panno et al., 2019), Palestina (Alkowni et al.,
2019), Turquia (Fidan et al., 2019) y China (Yan et al., 2019). Ademas, se han
registrado casos probables en Chile, Etiopia, Sudan y los Paises Bajos, aunque
estos aun no han sido confirmados. El primer brote de ToBRFV fue documentado en
2015 en un cultivo de tomate de invernadero en Jordania (Salem et al., 2016), lo
que marcéd el inicio del seguimiento y estudio mas detallado de este virus
emergente. Su rapida propagacion y su impacto en la produccion de tomate
subrayan la necesidad urgente de medidas de control y monitoreo para mitigar sus
efectos (Oladokun et al., 2019).

2.3.2. Estructura y composicion molecular

Se caracteriza por poseer particulas en forma de varilla rigida de aproximadamente

300 nm de largo y 18 nm de diametro. Su genoma estd compuesto por RNA
monocatenario de sentido positivo (ARNss+) de aproximadamente 6.4 kb y contiene
cuatro marcos de lectura abiertos (ORF1, ORF2, ORF3 y ORF4) (Luria et al., 2017).
Estos codifican dos complejos proteicos involucrados en la replicacidon: una proteina
de 126 kDa (ORF1a) y otra de 183 kDa (ORF1b), ademas de la proteina de
movimiento (PM) de 30 kDa (ORF2) y la proteina de cubierta (PC) de 17.5 kDa
(ORF3). La proteina de 126 kDa actua como silenciador del RNA, mientras que la

PM facilita la translocacion del virus entre células. Por su parte, la PC juega un
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papel clave en el ensamblaje de las particulas virales y en su propagacion a larga
distancia dentro de la planta hospedera, lo que la convierte en un objetivo principal

para estrategias de control (Vasquez Gutiérrez et al., 2025).

2.3.3. Transmision
Es un patégeno altamente contagioso que se transmite eficientemente por
inoculacion mecanica, semillas contaminadas y contacto entre plantas. Su
capacidad para persistir le permite sobrevivir durante afos en restos vegetales en el
suelo y permanecer activo por semanas o meses en estructuras de invernadero,
macetas y herramientas horticolas. Ademas, su persistencia en superficies como la
ropa y, especialmente, en las manos de los trabajadores representa un riesgo

significativo para la diseminacién del virus (Nolasco Garcia et al., 2020).

2.3.4. Sintomatologia
El desarrollo de los sintomas puede variar segun el cultivo y las condiciones
ambientales, los sintomas en sus hospedantes suelen ser, afectando hojas, tallos,
flores y frutos. En las hojas, se observa un mosaico sintomatico caracterizado por
un patron irregular de clorosis y moteado, acompanado de estrechamiento y
deformaciones foliares. En los frutos, pueden aparecer manchas amarillas,
irregularidades en la maduracién y rugosidad en la piel. Ademas, puede generar
necrosis en péndulos, calices y peciolos, lo que compromete la retencion del fruto y

facilita su abscision prematura (Eichmeier et al., 2023).

2.3.5. Métodos de deteccién
Los métodos seroldgicos utilizados para la deteccion incluyen DAS-ELISA, Western
blot e inmunofluorescencia in situ. Sin embargo, los primeros ensayos con
anticuerpos policlonales mostraron reactividad cruzada con otros tobamovirus
debido a la similitud en la proteina de cubierta (PC). Estudios recientes han
desarrollado anticuerpos monoclonales con alta especificidad para ToBRFV,
evitando reacciones cruzadas. Ademas, técnicas avanzadas como la
inmunofluorescencia con fluoréforos especificos han permitido la deteccion directa
del virus en tejidos infectados, facilitando su diferenciacion de otros tobamovirus

(Vasquez Gutiérrez et al., 2025).
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Por otro lado, la RT-PCR se ha consolidado como una herramienta para la
deteccion especifica de ToBRFV mediante oligonucledtidos dirigidos a la region
especifica del genoma, lo que permite una identificacién precisa del virus en
muestras sintomaticas (Nolasco Garcia et al., 2020). Métodos complementarios,
como la tincion de tejidos y la hibridacion in situ por fluorescencia, han mejorado la
caracterizacion del virus y su impacto en el hospedante (Velasquez Valle et al.,
2017).

24. Clon infectivo

Los clones infecciosos de virus RNA de plantas son herramientas esenciales en
virologia molecular, ya que permiten la manipulacion y el estudio detallado de los
genomas virales. La clonacién permite la realizacion de estudios funcionales para
determinar el papel de los genes virales en la patogénesis y su interaccion con las
células huésped y los vectores de transmision. Hasta la fecha, se han descrito
clones de DNA infeccioso o transcripciones infecciosas de diversos virus de plantas,
consolidando su relevancia en el estudio de la biologia de los virus y en el desarrollo
de herramientas biotecnoldgicas para el control de enfermedades virales en plantas
(Wieczorek et al., 2015).

2.41. Elementos para la construccion de clones infecciosos
La construccién de clones infecciosos exige el clonaje del genoma completo de un
virus en un vector de expresion que lleva todos los elementos necesarios para

cumplir su actividad:

24.1.1. Vector binario
Rhizobium radiobacter es una bacteria del suelo con la capacidad de transferir parte
de su DNA a células vegetales, lo que la convierte en un vector natural para la
ingenieria genética en plantas. Esta capacidad esta mediada por el plasmido Ti
(tumor-inducing), que contiene dos regiones esenciales para la transferencia de
DNA: las secuencias de borde del ADN-T y la region Vir. Sin embargo, el uso del
plasmido Ti como vector presenta varias dificultades. En primer lugar, su baja
cantidad de copias en Rhizobium complica la clonacion de genes de interés.
Ademas, el plasmido Ti carece de sitios de restriccion unicos, lo que dificulta la

insercion especifica de secuencias foraneas. Otro problema es la presencia de
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oncogenes (genes de biosintesis de hormonas) en la regién ADN-T, los cuales
inducen un crecimiento celular desorganizado y reducen el potencial de
regeneracion de las células vegetales transformadas, afectando la estabilidad
hereditaria del evento de transformacion a lo largo de generaciones (Hoekema et
al., 1983; Primrose & Twyman, 2006; Lee & Gelvin, 2008).

Dado que la clonacion de genes es mucho mas eficiente en E. coli, se han
desarrollado vectores especificos para facilitar la manipulaciéon genética de plantas.
Estos vectores se dividen en dos tipos principales: vectores cointegrados y vectores
binarios. Los vectores binarios presentan varias ventajas sobre los cointegrados, ya
que son mas pequefios, lo que mejora su estabilidad en E. coli, y poseen una
frecuencia de transferencia de E. coli a R. radiobacter hasta 10,000 veces mayor en

comparacién con los vectores cointegrados (Gruber & Crosby, 1993).

El término "vector binario" se debe a la separacion funcional de los dos replicones
esenciales dentro de la misma célula de Rhizobium: el ADN-T y la region Vir. En
este sistema, las proteinas codificadas por los genes Vir pueden actuar en trans
sobre el ADN-T, permitiendo su procesamiento y transferencia a la célula vegetal.
Asi, un vector binario esta compuesto por dos plasmidos: uno que contiene

secuencias desarmadas de ADN-T y otro que porta la regién Vir.

Los vectores binarios estan disefiados con caracteristicas que los hacen
herramientas eficientes para la transformacion genética de plantas. Generalmente,
incluyen secuencias de repeticion del borde izquierdo y derecho necesarias para la
transferencia, un gen marcador para la seleccion de transformantes, sitios de
restriccion para facilitar la clonacion, un origen de replicacion compatible con E. coli
y Rhizobium, un promotor, un sitio de clonacién multiple (MCS) y un terminador.
Estas caracteristicas permiten una manipulacion mas sencilla y eficiente del DNA
recombinante, facilitando su aplicacion en la mejora genética de cultivos (Hoekema
et al., 1983; Primrose & Twyman, 2006; Lee & Gelvin, 2008).

241.2. El promotor 35S CaMV
El término promotor es la regién del DNA que incluye el sitio de union de la RNA

polimerasa y los operadores (cajas TATA, elementos GC y secuencias que permiten
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la interaccion con factores de transcripcion) que modulan la expresion génica. Estos
promotores, con una longitud que varia entre 100 y 1000 pares de bases, se
localizan en el extremo 5’ de los genes diana y desempefian un papel crucial en la
regulacion de la transcripcion al controlar la unién de la RNA polimerasa y los
factores de transcripcién (Morgan, 2014). En biotecnologia vegetal, el promotor 35S
CaMV, derivado del virus del mosaico de la coliflor, se ha utilizado ampliamente para
la transcripcion en el nucleo de las células vegetales a través de la RNA polimerasa
Il celular (Renovell Ferrer, 2010). Los transcritos virales generados son
posteriormente transportados al citoplasma, donde se traducen y se sintetiza la
replicasa viral, la cual es la encargada de dirigir la replicacion del genoma (Morgan,
2014).

2.4.1.3. Terminacion de la transcripcion
El término de transcripcion es un proceso clave en la regulacion de la expresion
geénica, ya que define el punto en el que la RNA polimerasa cesa la sintesis de RNA
mensajero (MRNA). En virus y organismos genéticamente modificados, este
mecanismo influye en la estabilidad y funcionalidad de los transcritos, afectando la
eficiencia de la replicacion y la expresion de genes de interés (Porrua & Libri, 2015).
El terminador mas utilizado en plantas es el NosT, por su eficiencia y compatibilidad

en diversas especies. Otro terminador comun es el 35S CaMV.

241.4. Ribozima

Las ribozimas son secuencias de RNA con actividad catalitica que tienen funciones
en la biologia de ciertos virus, particularmente aquellos con genomas de RNA. En la
replicacion viral estas moléculas facilitan la escision autocatalitica de RNA,
regulando la maduracion de los intermediarios replicativos y la expresion génica
(Ferré D'Amaré & Scott, 2010). Este mecanismo ha sido identificado en distintos
virus de RNA, incluidos los viroides, algunos virus satélites y ciertos retrovirus,
donde contribuye a la generacién de fragmentos funcionales de RNA esenciales
para la infeccion y la propagacion viral (Canny et al., 2004). Un ejemplo
documentado es la ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV) (Perrotta & Been,
1991)..
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241.5. Lasregiones LB/RB
Las regiones LB (Left Border) y RB (Right Border), caracteristicas de los sistemas
basados en Rhizobium radiobacter, delimitan la regién de DNA transferida al
genoma huésped, siendo esenciales para la integracion eficiente de genes foraneos
(Gelvin, 2017).

24.1.6. Gen de resistencia a antibiéticos
Un elemento comun en estos sistemas es la inclusion de un gen de resistencia a
antibidticos, el cual permite la seleccién de células transformadas mediante el uso
de antibidticos como kanamicina o ampicilina, asegurando la permanencia del DNA

insertado en el huésped (Davies & Davies, 2010).

2.5. Desafios en la construccion de clones infecciosos
La construccion de clones de cDNA que contengan el genoma completo del virus
para transformar e infectar células eucariotas es un proceso complejo y se
encuentra influenciado por diversos factores técnicos. Aunque tradicionalmente se
considera que la integridad del genoma viral es esencial para la infectividad, se ha
documentado la posibilidad de generar transcripciones infecciosas a partir de clones
incompletos (Boyer & Haenni, 1994). Sin embargo, la presencia de secuencias no
virales, especialmente en el extremo 5', puede reducir significativamente la
eficiencia de la transcripcion in vitro. Ademas, los vectores comerciales disponibles
incluyen secuencias adicionales derivadas del vector, lo que puede afectar la
estabilidad y funcionalidad del genoma viral. Asimismo, los plasmidos resultantes,
que pueden superar los 10 kb debido a la insercién de genomas virales de RNA de
cadena sencilla de mas de 6 kb, tienden a ser inestables en la bacteria huésped, lo
que puede llevar a la eliminacion de regiones esenciales del genoma. En
consecuencia, la clonacién de estos plasmidos a menudo requiere estrategias de
subclonacion y un manejo minucioso para garantizar la estabilidad y funcionalidad

de los clones obtenidos (Teodoro Junqueira et al., 2014).

Los clones infecciosos se utilizan como vectores en el silenciamiento génico
inducido por virus (VIGS), una herramienta para el estudio de las interacciones
virus-hospedador, sin embargo presenta diversos desafios, como la variabilidad en

la eficiencia del silenciamiento, la estabilidad de los vectores virales y la
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especificidad en la regulacion de genes, lo que requiere optimizacion continua para

mejorar su aplicacion.

2.6. Clones infecciosos estudiados
Los clones infecciosos han permitido obtener estudios sobre la investigacion
virolégica, permitiendo saber sobre la replicacion viral, la interaccibn con
hospedadores y el desarrollo de estrategias de control. A continuacion, se presentan

trabajos que abordan diferentes aspectos relacionados con estos clones.

En el estudio “Molecular characterization and pathogenicity of an infectious cDNA
clone of tomato brown rugose fruit virus” realizado por Ma et al. (2021), se
caracterizé molecularmente el ToBRFV y se construyd un clon infeccioso de cDNA
de longitud completa. El propédsito del estudio fue analizar la secuencia genémica
del ToBRFV y evaluar su infectividad en diferentes especies de plantas mediante
agroinoculacién. Se utilizo la técnica de RT-PCR para detectar la presencia del virus
en plantas de tomate con sintomas virales en la provincia de Yunnan, China.
Ademas, se construyd un clon infeccioso a partir de la secuenciacién completa del
genoma del virus y se evalud su patogenicidad en tomate (Solanum lycopersicum),
Nicotiana benthamiana y N. tabacum cv. Samsun nn. Los resultados mostraron que
el clon infeccioso fue capaz de inducir una infeccién sistémica con sintomas
caracteristicos del virus en estas plantas, ademas de generar particulas virales
transmisibles por savia. Este estudio representa el primer informe sobre la
construccion de un clon infeccioso biolégicamente activo de ToBRFV y proporciona
una herramienta valiosa para futuros estudios sobre la funcion de las proteinas

virales y la interaccién planta-virus mediante enfoques de genética inversa.

Por lo tanto en el articulo “Synthesis and Characterization of a Full-Length Infectious
cDNA Clone of Tomato Mottle Mosaic Virus” realizado por Tu et al. (2021), se llevé a
cabo la sintesis y caracterizacion de un clon infeccioso de cDNA de longitud
completa del Tomato mottle mosaic virus (ToOMMV), un virus emergente del género
Tobamovirus que afecta cultivos de tomate y pimiento. El objetivo del estudio fue
construir un clon infeccioso de ToMMV y evaluar su infectividad y patogenicidad en
distintos hospedadores. Para ello, se aislé y cloné el genoma completo de un

aislado chino del virus (TOMMV-LN) a partir de plantas de tomate infectadas
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naturalmente en la provincia de Liaoning, China. Mediante una estrategia de
recombinacidn homodloga, se insertd el genoma viral en un vector binario
pCB301-2x35S y se utilizé Agrobacterium tumefaciens para agroinfiltrar Nicotiana
benthamiana, tomate (Solanum lycopersicum) y pimiento (Capsicum annuum). Los
resultados indicaron que el clon infeccioso (pToMMV) fue altamente patogénico,
causando sintomas graves en N. benthamiana y tomate, mientras que en pimiento
presentd una tasa de infeccion del 40-47% a las 4-5 semanas post-infiltracién.
Ademas, mediante microscopia electronica se confirmé la formacion de particulas

virales rigidas en hojas infectadas, evidenciando la replicacion del virus.

En este articulo "Molecular identification and development of an infectious cDNA
clone of Trichosanthes kirilowii-infecting Cucurbit mild mosaic virus", realizado por
Chen et al. (2023), se identific6 molecularmente el Cucurbit mild mosaic virus
(CuMMV) en Trichosanthes kirilowii y se desarrollé un clon infeccioso de cDNA de
longitud completa. El propédsito del estudio fue caracterizar genéticamente CuMMYV,
evaluar su infectividad en diferentes especies de cucurbitaceas y analizar su modo
de transmision. Para ello, se recolectaron muestras de hojas de T. kirilowii con
sintomas de mosaico en la provincia de Anhui, China. Se extrajo RNA total de las
plantas y se amplificé el genoma completo del virus mediante RT-PCR.
Posteriormente, se construyé un clon infeccioso ensamblando los segmentos de
RNA1 y RNA2 en un vector binario pCB301, seguido de agroinfiltracion en T.
kirilowii, pepino (Cucumis sativus), melon (Cucumis melo), sandia (Citrullus lanatus)
y calabacin (Cucurbita pepo). Los resultados demostraron que el clon infeccioso
causo sintomas caracteristicos del virus en todas las especies hospedadoras, con
tasas de infeccién variables (100% en T. kirilowii y C. sativus, y entre 44-75% en las
demas). Ademas, se confirm6 que el virus derivado del clon infeccioso es
transmisible mecanicamente. Eso fue el primer informe sobre la construccién de un

clon infeccioso de CuMMV.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aislados virales e identificacién por RT-PCR
Los aislados virales de ToBRFV se obtuvieron de cuatro localidades a partir de
hojas y frutos de tomate (Solanum Iycopersicum) que presentaban sintomas
caracteristicos de infeccion por tobamovirus. En 2018, se recolectaron muestras de
cultivos en Puebla, aunque sin datos precisos sobre su origen exacto. En marzo de
2019, se obtuvieron muestras de invernaderos de la empresa NatureSweet
Tomatoes en Guadalajara, Jalisco. En agosto de 2023, se aislaron muestras de
invernaderos del Sr. Victor Cruz en Alfajayucan, Hidalgo. Ademas, en 2024, se
incluyd una muestra de fruto adquirida en un mercado mexicano, de origen

desconocido.

Una vez en el laboratorio, se seleccioné tejido deseado para la extraccion de RNA
total (apartado 3.3). Y se identifico la presencia viral mediante la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Inversa (RT-PCR). Por ello
se usaron los oligonucleétidos AGB-123/124 (Tabla 2), los cuales hibridan en la
region CP del genoma viral y permiten la amplificacion de un fragmento de 457 pb,
entre los nucleodtidos 5874-6272.

La reaccion de PCR se llevd a cabo con la enzima Tag DNA Polymerase
(Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando un
termociclador Labnet Multigene™ MINI (modelo TC-020-24).

El protocolo de amplificacién incluyd un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94 °C
durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos con desnaturalizacién a 94 °C durante 15
segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos y extension a 68 °C durante 1

minuto. Finalmente, se llevd a cabo una extensioén final a 68 °C durante 5 minutos.

Se verificd el producto amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefildo con bromuro de etidio. La corrida electroforética se efectué con el sistema
Bio-Rad PowerPac Basic 300 (USA) y la visualizacién fue realizada con el
fotodocumentador Gel-Doc EZ de Bio-Rad (USA).
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3.2. Material vegetal
En este trabajo se analizaron plantas de tomate comercial (Solanum lycopersicum
variedad Rio Grande) originarias de Estados Unidos, tomate silvestre (Solanum

lycopersicum)y N. benthamiana.

Todas las plantas se obtuvieron a partir de semillas. Los ensayos se llevaron a cabo
en el laboratorio del Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del Centro de

Investigacion en Quimica Aplicada (DBA-CIQA).

3.2.1. Desinfecciéon de semillas
Para desinfectar las semillas, estas fueron sumergidas en etanol al 70% durante 3
minutos para eliminar microorganismos superficiales. Luego, se transfirieron a una
solucién de hipoclorito de sodio al 5% durante 13 minutos para erradicar bacterias y
hongos. Posteriormente, se enjuagaron de 3 a 5 veces con agua estéril para
eliminar los residuos de los desinfectantes. Finalmente, se mantuvieron en agua

estéril durante 24 horas para hidratarlas y facilitar la germinacién.

3.2.2. Germinacién de semillas
Las semillas de tomate comercial y silvestre, previamente desinfectadas, se
germinaron en cajas Petri esteril. En su interior, se colocd papel filtro humedecido
con 10 ml de agua desionizada estéril, donde las semillas fueron distribuidas
uniformemente con pinzas esterilizadas, asegurando suficiente espacio entre ellas.
Luego, las cajas se sellaron con parafilm y se trasladaron al cuarto de germinacion

a 25 °C en oscuridad.

Para la germinacién de N. benthamiana, se utilizd una charola pequefia con tapa y
sustrato humedecido. Las semillas se distribuyeron en lineas horizontales.
Finalmente, la charola se tapé y se trasladé al fitotron modelo Friocell
FC-82V-M/FC-404, manteniendo una temperatura constante de 25 °C

3.2.3. Mantenimiento de plantulas
Las semillas germinadas fueron trasplantadas en macetas con sustrato peat-moss
bien humedecido. Las macetas se colocaron en el fitotron a 25 °C, con un ciclo de

16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, donde permanecieron bajo condiciones
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controladas para su desarrollo.Todas las plantas fueron regadas con solucién
nutritiva Hoagland (Martins et al., 2024).

3.3. Extraccion del material genético
La extracciéon de RNA total se realizé a partir de tejido vegetal (hojas y frutos de
tomate y hojas de N. benthamiana) utilizando el protocolo TRl Reagent® (Zymo
Research, USA). Cada muestra fue molida en presencia de nitrdgeno liquido y
homogeneizada con el reactivo TRI Reagent (una solucion monofasica que contiene
fenol y tiocianato de guanidina, proporcionada por la empresa Ambion).
Posteriormente, se afiadié cloroformo para inducir la separacién de fases y se
centrifugé a 14,000 rpm a 4°C durante 10 minutos. La fase acuosa superior, que
contenia el ARN, se transfirié6 cuidadosamente a un nuevo tubo libre de ARNasa. La
precipitacion del RNA se llevd a cabo con isopropanol, seguida de una
centrifugacion a 14,000 rpm durante 15 minutos. Luego, se descarto el
sobrenadante y el pellet obtenido se lavd con etanol al 75%, seguido de una
centrifugacion a 7,500 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el RNA precipitado se
resuspendid en agua libre de ARNasa y su integridad se evalué mediante
electroforesis (Bio-Rad, PowerPac Basic 300; camara Labnet, USA) en un gel de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. La visualizacién de las bandas se

realizd con el fotodocumentador Gel-Doc EZ (Bio-Rad, USA).

3.4. Amplificacién de Ribozima
Los oligonuclettidos usados en esta tesis fueron disefiados de forma solapante
basando en la secuencia publicada del plasmido pCB301-2u-HDV (Sun et al., 2017),
mientras que la secuencia del terminadora de la nopalina sintasa (Nos) de R.
radiobacter (NosT) fue obtenida a partir del vector pTDT-DC-RNAI, donado por la
MIBB. Carmen Quinto (Pacheco Sanchez, 2019).

La construccion del fragmento [HDRz-NosT] se realizé de forma progresiva, usando
siempre el mismo oligo antisentido (NosT), complementario al extremo 3’ de la
secuencia NosT, y varios oligos en sentido solapantes (Figura 1). Como primer paso
se amplifico la secuencia NosT a partir de pTDT-DC-RNAI usando el oligo NosT

como oligo reverse y el oligo FHDVz1 (3'HDRz y 5'NosT ) como oligo sentido, a
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partir de este producto la extensién de ribozima se realizé en cuatro PCR sucesivos,
usando 4 oligos solapantes: FHDVz2, FHDVz3, FHDVz4 y FHDVz5 (Tabla 1).

TooT
[ ribozyma o NOS terminator

PCR HDzNosT
385 bp

( <
gcatgge llc:t:::.c:lc:lci:iglcci.c::u& pagpacgtcgtccactcggatggctaagggagage)
NN

[RTTTAAATCTCGAGTETAGAgggtcogcatggeatetecad) [@otccgacctggycatccoaaggaggacgtcgtccac [twqc(llqgulaiuc!:gillllccccvﬂt:ql{:lllcllm
s ATTTAAATCTCGAGTCTAGAgggtcggeatggcatctecacctectegeggtecgacctgggeatecgaaggaggacgtegtecacteggatggetaagggagagetcgaatttecccgategttcaaacatttggcaataaagtttcttaagattgaat
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Figura 1. Disefio y ensamblaje del fragmento [HDRz-NosT]. Se muestra la
secuencia de interés junto con las regiones clave y los oligonucledtidos utilizados en

la construccion.

Los productos de PCR obtenidos para este motivo fueron sintetizados utilizando el
kit GoTaq Green Master Mix de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las reacciones se realizaron en un termociclador Labnet (modelo TC-020-24,
Multigene™ MINI) bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 60 °C por 1 minuto y
extension a 72 °C por 1 minuto. Se finalizé con una extension a 72 °C por 5

minutos.

El resultado de las amplificaciones fue verificado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. La corrida electroforética se realizd
con el sistema Bio-Rad PowerPac Basic 300 (USA) y la visualizacion se efectué con
el fotodocumentador Gel-Doc EZ de Bio-Rad (USA). Posteriormente, los productos

obtenidos fueron purificados a partir del gel de agarosa utilizando el sistema
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Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up de Promega, siguiendo el protocolo del

fabricante.

3.5. Amplificacion del genoma total de ToBRFV
Para amplificar el genoma total de ToBRFV, se disefaron cebadores especificos
utilizando como referencia el aislado de Jordania (numero de acceso KT383474.1).
Para obtener el cDNA de cadena sencilla a partir de extractos de RNA total se
realizd la transcripcion inversa (RT) con la enzima SuperScript™ Ill Reverse
Transcriptase (Invitrogen) y un oligo complementario al extremo 3°del genoma
(ABG-188). Posteriormente, se usé este cDNA como molde para la amplificacion del
genoma total mediante la PCR. Por ello, se usaron los oligonucleétidos
AGB-255/256 (Tabla 2), los cuales permitieron obtener un fragmento de 6.4 Kb y se
empled la enzima Platinum® Tag DNA Polymerase, High Fidelity (Invitrogen),
siguiendo el protocolo del fabricante. AGB-255/256 llevan en sus extremos 5" los

sitios de restriccion Notl, Sphl y Notl, Pstl, respectivamente.

Las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador Labnet Multigene™ MINI
(modelo TC-020-24). El protocolo de amplificacion incluyé un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos con
desnaturalizacion a 94 °C durante 15 segundos, hibridacién a 50 °C durante 30

segundos y extensién a 68 °C durante 10 minutos.

Se comprobé la amplificaciéon del producto a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, empleando bromuro de etidio para su tincion. La corrida
electroforética fue realizada con el sistema Bio-Rad PowerPac Basic 300 (USA), y la
observacion de las bandas se llevo a cabo mediante el fotodocumentador Gel-Doc
EZ de Bio-Rad (USA).

3.6. Preparacion del inéculo viral e Inoculacién
Para el ensayo de evaluacién de sintomas se prepararon inodculos de 3 aislados de
ToBRFV procedentes de Jalisco (ToBRFV-Ja), Hidalgo (ToBRFV-Hgo) y del
mercado local (ToBRFV-Mrc), por ellos, se maceraron hojas infectadas con el virus
en tampon fosfato de potasio 0.01 M (pH 7.0) utilizando un mortero frio, en una
proporcion de

500 mg de tejido por 2 mL de tampon, hasta obtener un extracto homogéneo.
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Posteriormente, el in6culo se mantuvo en hielo hasta su aplicacion para evitar su

degradacion y preservar la viabilidad del virus.

La inoculacion del ToBRFV se llevé a cabo mediante el método mecanico,
empleando carburo de silicio (SiC o carborundo) como abrasivo para facilitar la
entrada del virus en las células epidérmicas. En la tercera o cuarta rama con hojas
verdaderas de cada planta, se espolvored carborundo sobre la superficie foliar vy,
posteriormente, se aplicaron 10 pyL del extracto viral con una micropipeta. La
solucion se distribuy6 uniformemente sobre la hoja y se frot6 suavemente con los
dedos, utilizando guantes de nitrilo, para favorecer la infeccidn sin causar danos

excesivos al tejido.

Después de la inoculacion, las hojas tratadas se enjuagaron con agua destilada
estéril para eliminar el exceso de abrasivo y prevenir lesiones adicionales. Como
control negativo, se incluyé un grupo de plantas que recibié unicamente tampodn
fosfato de potasio, sin extracto viral, siguiendo exactamente el mismo

procedimiento.

3.7. Evaluacion de sintomas

Las plantas inoculadas se mantuvieron en el fitotrén, bajo condiciones controladas.
La evaluacidon de sintomas se realizé cada tres dias durante el tiempo establecido
para cada especie: en N. benthamiana de 16 dias post-inoculacion (dpi), en tomate
comercial de 16 dpi, y en tomate silvestre de 28 dpi. Para confirmar la presencia del
virus en las plantas inoculadas, se tomaron muestras foliares de hojas inoculadas y
sistémicas y se analizaron mediante RT-PCR utilizando los oligonucledtidos
AGB-121/122 especificos a ToBRFV los cuales hibridan en la regién CP del genoma
viral y permiten la amplificacién de un fragmento de 1030 pb, entre los nucledétidos
3688-4718 (Tabla 2).

En el experimento realizado en tomate comercial, se establecieron cuatro
tratamientos. El primero (TO) consistié en seis plantas sin inoculacion viral en el cual
se empled el tampdn fosfato de potasio, utilizado como control. En el segundo
tratamiento (T1), seis plantas fueron inoculadas con el aislado ToBRFV-Ja, mientras

que el tercero (T2) se inocularon seis plantas con el aislado ToBRFV-Hgo.
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Finalmente el cuarto tratamiento (T3), seis plantas fueron inoculadas con el aislado
ToBRFV-Mrc.

Por otro lado, en N. benthamiana, el experimento incluyd tres tratamientos. El
primero (TO) corresponde a seis plantas sin inoculacion viral utilizando el tampdn de
fosfato de potasio como control, el segundo (T1) a seis plantas inoculadas con el
aislado de ToBRFV-Ja, y el tercero (T2) a seis plantas inoculadas con el aislado
ToBRFV-Hgo.

Para evaluar el comportamiento de los aislados virales en tomate silvestre, se
germinaron 15 semillas; sin embargo, el porcentaje de germinacién fue muy bajo y
solo se obtuvieron tres plantas. De estas, una se utiliz6 como control, otra se inoculo
con ToBRFV-Ja y la tercera con ToBRFV-Mrc. Debido al numero limitado de plantas,
los resultados obtenidos en este experimento fueron presentados, en la tesis, como

preliminares.
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4. RESULTADOS
4.1. Extraccion de ARN total e identificacion del virus
La extraccion de ARN total se realizd a partir de muestras de tomate provenientes

de Puebla, Jalisco, Hidalgo y otras adquiridas en el mercado.

La integridad de los extractos obtenidos se muestra en la Figura 2, donde se
distinguen claramente las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S
del ARN ribosomal. La nitidez de estas bandas y la ausencia de degradacién

confirman la adecuada calidad del material extraido.

Figura 2. Extractos de ARN total en gel de agarosa al 1%. Los carriles 1y 2
corresponden a muestras de tomate procedentes del estado de Puebla, los carriles
3 y 4 a muestras de tomate procedentes del estado de Jalisco, el carril 5 a una
muestra de tomate procedentes del estado de Hidalgo, y los carriles 6 y 7 a

muestras de tomate adquiridas en un mercado mexicano.
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Todos los extractos obtenidos fueron analizados para la identificacion del virus
ToBRFV mediante RT-PCR. En todas las muestras evaluadas se amplific6 un
fragmento de cADN de 457 pb, correspondiente al tamafio esperado para la region
especifica del genoma viral. La presencia del producto fue confirmada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se observaron bandas bien definidas

en los carriles correspondientes a las muestras analizadas (Figura 3).

A B
L 1 2 L 1 2
10 Kb—>
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Figura 3. Identificacion del TOBRFV mediante RT-PCR. Electroforesis en gel de
agarosa al 1% que muestra la amplificacion de un fragmento de 457 pb
correspondiente a la regién especifica del genoma viral. A. Amplificacion de
muestras de Puebla y del mercado. El carril L correspondié al marcador de tamario
molecular de ADN (ADN Ladder 300 pb - 8000 pb, Axygen). En los carriles 1y 2 se
observaron productos de amplificacion de 457 pb, correspondientes a las muestras
de Puebla y del mercado, respectivamente. B. Amplificacién de muestras de Jalisco
e Hidalgo. El carril L mostré el marcador de tamafio molecular. Los carriles 1y 2
presentaron productos especificos de 457 pb, correspondientes a las muestras de

Jalisco e Hidalgo, respectivamente.
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4.2. Construccion del fragmento ribozima-NosT
Como se menciond antes la construccion del fragmento [ribozima-NosT] se realizd
de forma progresiva, el gel de agarosa de la figura 4, demuestra las bandas
obtenidas de cada etapa, evidenciando la extension progresiva del tamano del
cADN. Se observaron: el Fragmento 1 (F1) de 291 pb, el Fragmento 2 (F2) de 311
pb, el Fragmento 3 (F3) de 336 pb, el Fragmento 4 (F4) de 359 pb y el Fragmento 5
(F5) de 385 pb, lo que confirmd la correcta incorporacién secuencial de cada
fragmento solapado. Por ultimo el producto final (Fragmento 5) fue purificado para

su posterior clonacion.

F1 F2 F3 F4 F5 L
«—8 Kb

«3 Kb

«—1Kb
«— 700 pb
: . <500pb

— <300 pb

#
' 4
b .

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los fragmentos
amplificados en la construcciéon de la ribozima con el gen ribozima-NosT. Se
observa la amplificacion progresiva de los fragmentos ensamblados. El carril L
corresponde al marcador de peso molecular de ADN (ADN Ladder 300 pb - 8000

pb, Axygen), con sus respectivos tamanos indicados a la derecha.

38



4.3. Amplificacion del genoma completo de ToBRFV
Se amplificé el genoma completo del ToBRFV a partir del ARN total extraido
previamente (apartado 3.3 de Materiales y Métodos). Se obtuvo un fragmento de
6.4 kb, correspondiente al genoma completo del virus de los 3 aislados: ToBRFV-Ja,
-Hgo y -Mrc. Adicionalmente, se amplific6 un aislado procedente de Puebla
(ToBRFV-Pue) (Figura 5).
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Figura 5. Amplificacion del genoma completo de ToBRFV mediante RT-PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra bandas de 6.4 kb,
correspondientes al genoma completo del virus. A. Gel de agarosa con la
amplificacion de muestras de Puebla y del mercado. El carril L contiene el marcador
de tamafo molecular de DNA (DNA Ladder 300 pb - 8000 pb, Axygen). En el carril 1
se observo el producto de amplificacion de ToBRFV de la muestra de Puebla,
mientras que en el carril 2 se detectd el producto de amplificacion de la muestra
adquirida en el mercado. B. Gel de agarosa con la amplificacion de muestras de
Jalisco e Hidalgo. El carril L contiene el marcador de tamafo molecular. En el carril
1 no se observo amplificacion. El carril 2 mostré el producto de amplificacion de la
muestra de Jalisco, mientras que el carril 3 correspondié a la amplificacidén de la

muestra de Hidalgo.
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4.4. Comparacioén de virulencia de aislados de ToBRFV y
analisis moleculares
4.4.1. Ensayo de inoculaciéon de N. benthamiana
Se evalud la virulencia de los aislados ToBRFV-Ja y ToBRFV-Hgo de ToBRFV en
plantas de N. benthamiana. La duracion total del experimento fue de 16 dpi.
En el caso del aislado ToBRFV-Ja, se observd que casi el 100% de las plantas
inoculadas desarrollaron sintomas virales. Los primeros signos de infeccion
aparecieron a los 5 dias posteriores a la inoculacion (dpi), manifestandose
inicialmente en la hoja inoculada. Para el dia 10, los sintomas se intensificaron,
provocando la necrosis total de la hoja afectada. Conforme la infeccion avanzo, las
plantas experimentaron marchitamiento progresivo, clorosis y necrosis en hojas mas
jévenes, asi como una severa afectacion en la estructura general de la planta hasta

la muerte total (Figura 6).

De las seis plantas inoculadas con ToBRFV-Hgo, los sintomas se limitaron a
necrosis en la hoja inoculada, sin afectar significativamente el resto de la planta y

tuvieron aspecto similar al de las plantas sanas.

Por otro lado, las plantas de N. benthamiana utilizadas como control permanecieron
sanas durante todo el experimento. No presentaron sintomas asociados al virus,

manteniendo su desarrollo normal (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de la infeccion sistémica en plantas de N. benthamiana
inoculadas con los diferentes aislados. En (A) se muestra la planta utilizada

como control y en (B) la planta inoculada con el aislado ToBRFV-Ja.

La presencia de ToBRFV en N. benthamiana se confirmé mediante RT-PCR con los
mismos oligonucledtidos, obteniendo un fragmento de 1030 pb en las muestras
infectadas. En T1 y T2, se analizaron hojas encima de las inoculadas para verificar
la infeccién sistémica con ToBRFV-Ja y ToBRFV-Hgo, respectivamente. En T2,
adicionalmente se analizaron las hojas inoculadas. Los resultados se presentan en
el gel de agarosa al 1%. Se detecto leve presencia del aislado ToBRFV-Hgo en la
hoja inoculada y ausencia en las hojas sistémicas. En cambio, una fuerte infeccion
sistémica se detectd en el caso de plantas inoculadas con ToBRFV-Ja. La muestra
correspondiente a la planta sana no presentd ninguna banda, confirmando su

estado libre de infeccion (Figura 7).
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Figura 7. RT-PCR de muestras de N. benthamiana inoculadas con ToBRFV. El
carril L correspondioé al marcador de tamafo molecular de ADN (ADN Ladder 300 pb
- 8000 pb, Axygen). Los carriles 1 y 2 representaron las muestras de Hidalgo,
provenientes de hojas inoculadas y sistémicas, respectivamente. El carril 3
correspondié a la muestra de Jalisco, mientras que el carril 4 mostré la muestra de

la planta sana, en la cual no se observé amplificacion.

44.2. Ensayo de inoculacién de tomate comercial
Se analizé la virulencia de tres aislados de ToBRFV en plantas de tomate comercial
procedentes de Jalisco (ToBRFV-Ja), Hidalgo (ToBRFV-Hgo) y del mercado local
(ToBRFV-Mrc).

Casi el 100% de las plantas inoculadas con ToBRFV-Ja, mostraron sintomas viral.
Los primeros signos aparecieron a los 3 dias posteriores a la inoculacién (dpi) en la
hoja inoculada, seguidos de un ligero amarillamiento y enchinamiento entre los 6 y 9
dpi. A los 12 dpi, los sintomas se intensificaron notablemente y, para el dia 16, la

infeccidn sistémica era evidente en toda la planta. Se registraron deformaciones
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severas, fuerte enchinamiento, mosaico en las hojas, reduccion y elongacion foliar,
asi como el oscurecimiento del tallo a un tono café oscuro. Todas las repeticiones
presentaron sintomas similares, confirmando la severidad de la infeccion (Figura 8 y
9).

Mosaico en las hojas

Oscurecimiento
del tallo

Enchinamiento
en las hojas

Hojas de menor
tamano y
alargadas

™M=
JALISCO

Figura 8. Sintomas observados en plantas de tomate infectadas con el aislado
de ToBRFV-Ja. Diferentes sintomas en dias posteriores a la inoculaciéon, mostrando
deformaciones foliares, mosaico, alteraciones en la coloracion de las hojas, hojas

de menor tamafio y alargadas, enchinamiento y oscurecimiento del tallo.

Las plantas inoculadas con ToBRFV-Hgo presentaron sintomas leves o nulos. En la
mayoria de los casos, los sintomas no fueron notorios, excepto en
aproximadamente dos de las seis plantas, donde se observé un ligero

enchinamiento en las hojas apicales y necrosis en las hojas inoculadas (Figura 9).

Las seis plantas inoculadas con ToBRFV-Mrc presentaron sintomas similares a los
causados por ToBRFV-Ja, pero con menor severidad. Estos sintomas se
manifestaron como enchinamiento, mosaico, moteado en las hojas, deformaciones

y oscurecimiento del tallo, hojas finas (Figura 9).
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Por otro lado, las plantas sanas utilizadas como control no presentaron ningun
sintoma asociado al virus, manteniendo hojas sin mosaico, deformaciones ni

amarillamiento (Figura 9).

Figura 9. Comparacion de la infeccion sistémica en plantas de tomate
comercial inoculadas con los diferentes aislados. A. Planta inoculada con el
aislado ToBRFV-Ja. B. Planta inoculada con el aislado ToBRFV-Hgo. C. Planta

inoculada con el aislado ToBRFV-Mrc. D. Planta utilizada como control.

Como continuacion a este experimento, se realizd la detecciéon de ToBRFV
mediante RT-PCR, utilizando los oligonucleétidos AGB-121/122.
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Por cada tratamiento, se tomaron muestras de las hojas post-inoculadas. Cada tres
muestras se juntaron en una sola extraccion. La amplificacién por RT-PCR, usando
oligonucledtidos especificos, permitidé la obtencion de un amplicon de aprox. 1030
pb en las muestras infectadas, mientras que las plantas sanas no mostraron ningun
producto amplificado. El gel de agarosa de la figura 10, muestra los resultados
obtenidos, fuerte acumulacién viral se detecté en T1 (ToBRFV-Ja) y T3

(ToBRFV-Mrc), mientras que en el T2, la acumulacién viral fue muy baja.

10 Kb

2Kb

1Kb
700 pb
500 pb
300 pb

Figura 10. RT-PCR de muestras de tomate comercial inoculadas con ToBRFV.
El carril L corresponde al marcador de tamafo molecular de DNA (DNA Ladder 300
pb - 8000 pb, Axygen). Los carriles 1 y 2 muestran las muestras infectadas con los
aislados de ToBRFV-Ja, los carriles 3 y 4 corresponden a las muestras infectadas
con los aislados de ToBRFV-Hgo, los carriles 5 y 6 representan las muestras
infectadas con los aislados de ToBRFV-Mrc, y el carril 7 representan la muestra de

planta sana.
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44.3. Ensayo de inoculaciéon de tomate silvestre
Como resultado preliminar, en tomate silvestre, la severidad del aislado ToBRFV-Ja
fue mayor que la del aislado ToBRFV-Mrc, se observd enchinamiento en las hojas,
acompanado de mosaico y una reduccion en el tamafio foliar, con hojas mas
alargadas. Sin embargo la severidad del virus en general en los dos casos fue

menor a la observada en tomate comercial.

Los primeros sintomas se notaron a los 15 dpi (Figura 11), aunque en una
proporcién muy baja de las plantas. A los 28 dias, los sintomas suaves fueron mas
evidentes (Figura 12). Mientras que en las plantas sanas, no se visualizaron

sintomas caracteristicos de este virus.

Figura 11. Primeros sintomas del ToOBRFV en tomate silvestre a los 15 dpi. Se
observo un ligero mosaico y un leve enchinamiento en las hojas. A. Aislado de
ToBRFV-Ja. B. Aislado de ToBRFV-Mrc.
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Figura 12. Sintomas mas evidentes del TOBRFV en tomate silvestre a los 28
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dpi. Se aprecido un mayor grado de mosaico, reduccion en el tamafo foliar y hojas
alargadas en comparacion con las plantas sanas. A. Aislado de ToBRFV-Ja. B.

Aislado de ToBRFV-Mrc. C. Control negativo sin sintomas.

Se detecté el ToBRFV en las plantas de tomate silvestre mediante RT-PCR. Los
resultados obtenidos confirmaron la presencia del virus en las plantas inoculadas,
con la amplificacién de un fragmento de 1030 pb, mientras que, en la muestra sana

no se observo amplificaciones (Figura 13).
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Figura 13. RT-PCR de muestras de tomate silvestre inoculadas con ToBRFV. El
carril 1 muestra la planta sana, los carriles 3 y 4 representan las muestras
infectadas con los aislados de ToBRFV-Mrc, y los carriles 5 y 6 corresponden a las
muestras infectadas con los aislados de ToBRFV-Ja. El carril L corresponde al
marcador de tamafio molecular de DNA (DNA Ladder 300 pb - 8000 pb, Axygen).
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5. DISCUSION

La ribozima de HDV juega un papel crucial en la construccion de clones
recombinantes infecciosos de virus, eliminando los nucledtidos no virales en el
extremo 5’ de las transcripciones in vivo que pueden reducir significativamente la
infectividad, segun los sehalado por Boyer & Haenni (1994). Este efecto depende,
en general, de la longitud de la extension no viral, siendo que las extensiones cortas
tienen poco impacto sobre la infectividad (Satyanarayana et al., 2003; Navas
Hermosilla et al., 2021). Para mitigar estas alteraciones, se debe insertar la
secuencia de la ribozima de HDV justo después de la secuencia viral en los clones
infecciosos. Esta estrategia permite la autoescision de los nucleétidos adicionales,
generando extremos virales (cuasi) adecuados, lo que en algunos casos resulté en
una mejora notable de la infectividad (Turpen et al., 1993). Ademas, estudios han
demostrado que la actividad catalitica de la ribozima de HDV es indispensable para
la replicacion viral y el ensamblaje de particulas en la célula huésped. Esto ha sido
corroborado por investigaciones como la de Scholthof (1999), en la que se reporté
un incremento en la infectividad al emplear la ribozima HDV junto con la sefal
terminadora Nos, por lo tanto existen varios trabajos que han utilizado clones
infectivos con esta estrategia por ejemplo Sun et al. (2017), Tavares Esashika et al.
(2020), Ma et al. (2021) y Chen et al. (2023).

En el ano 2021, Ma y sus colaboradores obtuvieron un clon infeccioso de ToBRFV,
el ensamblaje final lo lograron con dos secuencias solapante del genoma completo
(6.4 kb) en este trabajo, se alcanzé amplificar el genoma completo en un solo
amplicon de PCR, con la idea de clonarlo y realizar el ensamblaje directo con el
vector de expresion. La obtencion del genoma en un solo paso ofrece una garantia
de clonar un aislado tal como se presenta en la naturaleza. En total, se obtuvieron
amplicones completos de cuatro aislados representativos de diferentes regiones de
México; de estos, dos fueron molecularmente caracterizados en la tesis de Linares
Estrada (2024-CIQA): ToBRFV-Ja y ToBRFV-Hgo.
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Para determinar, el mejor aislado candidato para el clon infeccioso se analiz6 la
virulencia de los aislados de ToBRFV; dos de ellos en N. benthamiana y tres en
tomate comercial. La evaluacion de los sintomas reveld que el aislado ToBRFV-Ja
presentod la virulencia mas marcada en todas las especies analizadas, seguido por
el aislado ToBRFV-Mrc que mostré manifestaciones de menor intensidad, mientras
que, el aislado ToBRFV-Hgo no presentd sintomas. Unos analisis moleculares se
realizaron para confirmar la presencia del virus, reveld su presencia en los tres
casos. Eso significa que una variabilidad de virulencia existe entre estos aislados,
aunque en el caso de ToBRFV-Hgo la concentracidn viral era muy tenue en
comparacién con los dos otros aislados. y eso puede explicar la ausencia de

sintomas en la planta.

Lo reportado por Vargas Mejia et al. (2023) sobre la transmision y estabilidad del
virus pueden verse afectadas por factores como la contaminacion en semillas, agua
de riego y sustratos, ademas de la efectividad de ciertos métodos de desinfeccion.
En particular, la identificacion de particulas virales con baja infectividad en pozos de
agua sugiere que ciertas condiciones ambientales pueden reducir la carga viral vy,
por lo tanto, la expresion de sintomas en plantas infectadas. Las condiciones fueron
controladas e idénticas para los tres aislados, es poco probable que factores
externos variables expliquen la diferencia observada. Sin embargo, es posible que
el aislado ToBRFV-Hgo, aun bajo estas mismas condiciones, tenga una menor
capacidad de replicacion debido a factores intrinsecos (mutaciones, carga viral
inicial baja, menor eficiencia de proteinas virales), lo que podria resultar en una

infeccidon tenue y sin sintomas visibles en la planta.
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6. CONCLUSION

En esta tesis se logré obtener por RT-PCR el genoma completo de cuatro aislados
mexicanos de ToBRFV y amplificar la ribozima junto con el terminador NosT. El
trabajo proporciona una base para seguir la construccién de un clon infeccioso y
realizar estudios de infeccidon in vivo. De otro lado, el estudio de virulencia de 3
aislados, confirman que existe heterogeneidad en la poblacion, que se refleja en el

comportamiento del virus en la planta.

Esta investigacion proporciona una base para futuras estrategias de manejo y

control del ToBRFV, contribuyendo al estudio de los virus de ARN en plantas.
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8. ANEXOS

Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos para la construccion [HDRz-NosT].

Nombre Secuencia 5°-3’ Sentido(+)/ Tamaino
Antisentido(-)
FHDVz1 tgg cta agg gag agc tcg aat ttc ccc gat cgt tca aac att tgg + 45
FHDVz2  gag gac gtc gtc cac tcg gat ggc taa ggg aga gc + 35
FHDVz3  ggt ccg acc tgg gca tcc gaa gga gga cgt cgt cca ¢ + 37
FHDVz4  gca tgg cat ctc cac ctc ctc gcg gtc cga cct gg + 35
FHDVz5  ATT TAA ATC TCG AGT CTA GAg ggt cgg cat ggc atc tcc ac + 41
NosT CGC GCC ACA GTA GAT ACA ATG ATC TAG CCC TTAAGC ATT - 41
140 AG
Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos disefiados.
Nombre Secuencia 5°-3’ Sentido(+)/ Tamaiho
Antisentido(-)
AGB-121  TTA GCA CCACAATCG CAACTCC 22
AGB-122 GCA GCA GAG GAC CAT TGT A + 19
AGB-123 CAC AAT CGC AAC TCC ATC GC 20
AGB-124 CAG AGG ACC ATT GTA AAC CGG + 21
AGB-188 GGG CCC CTA CCG GGG GTT CC 20
AGB-255 GGC GCG GCC GCATGC GTATTT TTT ACA ACA TAT ACC 36
Notl Sphl
AGB-256 ATA GCG GCC GCT GCA GTG GGC CCC TAC CGG GGG TTC + 36

Notl Pstl
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