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RESUMEN

Se establecieron tres experimentos por separado. En el primero, se determiné la
concentracion de ClO2 adecuada a utlizar. Para esto se inocularon
mecénicamente plantas de Nicotiana longiflora con un extracto infectivo en
solucion amortiguadora de fosfatos (SAF) a 1:10 p/v (pH 8). 10 minutos
posteriores a la inoculacion se asperjaron con 100 a 6080 ppm de CIO2. Se
contabilizé el nimero de lesiones locales necréticas (LLN) y se evalu6 la
fitotoxicidad 10 dias posterior a la inoculacion (dpi). La concentracion de 760 ppm
no causo fitotoxicidad y redujo en un 95.9% las LLN a comparacién del control
no tratado. En el segundo ensayo se inocularon plantas de tomate Yuksel 172-
300 F1 con diluciones en el rango 1x102 a 1x10° y se asperjaron con 760 ppm
de ClO2 un dpi. La densidad 6ptica en prueba de ELISA (DO) utilizando sabia de
las plantas de tomate, se redujo entre 74.31-61.08% cuando se asperjaron con
ClO2a 760 ppm. El rendimiento de las plantas inoculadas se redujo conforme se
incrementd la DO en hojas muestreadas 50 dpi. En otro experimento en campo
abierto. Se sembraron ocho surcos de 15 m de largo con plantas de tomate. La
planta ubicada en uno de los extremos de cada surco se inoculd con savia
preparada a 1:10 p/v, 0.01 M, pH 8 y sirvié como fuente de in6culo (FI). 12 dpiy
cada vez que las plantas se manejaron (tres veces por semana), se asperjé ClO2
(Oxiplant) a 760 ppm en cuatro de los 8 surcos plantados. Se realizaron 21
aplicaciones, hasta la primera cosecha de tomate. 50 dpi se tomaron muestras
de hojas en las plantas ubicadas a 1.5, 3, a 15 m de la FI para medir la
concentracion del ToBRFV en savia mediante DO. También se evalud el
rendimiento en cada distancia. Se observé un gradiente de reduccién de la
concentracion viral en la savia de las plantas conforme se incremento la distancia
de la FI. La DO 50 dpi fue menor en las plantas asperjadas con ClO2y aumentd
el rendimiento. Nuestros resultados demuestran que, bajo condiciones de
invernadero y campo abierto, el didxido de cloro reduce 80.21-69.87% la DO
(concentracion del virus en savia) en plantas asperjadas con 760 ppm CLO:2 e
incrementa 40-50% su rendimiento.

Palabras clave: concentracion viral, enfermedad emergente, pérdidas.
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ABSTRACT

Three separate experiments were established. In the first, the appropriate CIO2
concentration to be used was determined. For this purpose, Nicotiana longiflora
plants were mechanically inoculated with an infective extract in phosphate
buffered solution (PBS) at 1:10 w/v (0.01 M, pH 8). Ten minutes after inoculation,
they were sprayed with 100 to 6080 ppm ClO2. The number of necrotic local
lesions (NLL) was counted and phytotoxicity was assessed 10 days post
inoculation (dpi). The concentration of 760 ppm did not cause phytotoxicity and
reduced NLL by 95.9% compared to the untreated control. In the second trial,
Yuksel 172-300 F1 tomato plants were inoculated with dilutions in the range 1x10°
3 to 1x10° and sprayed with 760 ppm CIlO2 one dpi. The optical density in ELISA
test (OD) using sap from tomato plants was reduced by 74.31-61.08% when
sprayed with CIOz2a 760 ppm. The yield of inoculated plants decreased as OD
increased in leaves sampled at 50 dpi. In another open field experiment. Eight 15
m long furrows were planted with tomato plants. The plant located at one end of
each furrow was inoculated with prepared sap at 1:10 w/v, 0.01 M, pH 8 and
served as inoculum source (IS). 12 dpi and each time the plants were handled
(three times per week), CIO2 (Oxi-plant) was sprayed at 760 ppm in four of the 8
planted furrows. Twenty-one applications were made until the first tomato harvest.
Leaf samples were taken at 50 dpi from plants located at 1.5, 3, to 15 m from the
IF to measure ToBRFV concentration in sap by OD. Yield was also evaluated at
each distance. A gradient of decreasing viral concentration in plant sap was
observed as the distance from the IS increased. OD 50 dpi was lower in plants
sprayed with ClIO2 and yield increased. Our results show that, under greenhouse
and open field conditions, chlorine dioxide reduced OD (virus concentration in
sap) by 80.21-69.87% in plants sprayed with 760 ppm CLO2z and increased yield
by 40-50%.

Key words: viral infection, emerging disease, losses.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.), desempefia 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 y Borja-Rodriguez,
2023). Solo en 2020, en la region norte de Coahuila, se cultivaron 718 hectareas
(Ha) con una producciéon de 112,180.25 toneladas y un rendimiento promedio de
156.24 kg hal, destacando la produccién de tomate en el sistema de agricultura
protegida (SIAP, 2020). El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
reporta que durante el afio 2022 se ha registrado un incremento del 15.7 % en el
rendimiento de la produccién de tomate en el territorio de Coahuila (SIAP, 2023).
Una de las restricciones que afectan la produccion de este cultivo son los
patdgenos sistémicos, especialmente los virus que se transmiten a través de la
semilla y de manera mecanica (Gonzalez-Concha et al., 2023). Los tobamovirus
son, en su mayoria, los mas importantes para la agricultura, debido a su
diversidad genética, mecanismos de transmision, adaptacion, interaccion y rango
de hospederos (Aiewsakun y 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 tomato brown rugose fruit
virus (ToBRFV) fue detectado por primera vez en Jordania en 2015, y
actualmente se considera una amenaza para la produccion mundial de tomate
(Zzhang et al., 2022). 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 (Akhter et al., 2019). El estudio de genotipos con tolerancia y resistencia
se presenta como una opcién para el control genético del ToBRFV, asi como el
estudio de inhibidores de la transmision que reduzcan el impacto por el TOBRFV

(Vasquez-Gutierrez et al., 2024). Las investigaciones recientes sugieren que los



genes de resistencia natural en variedades de tomate son alternativas eficaces
para prevenir enfermedades virales (Shi et al., 2011). Mientras que, la
patogenicidad de los aislados de ToBRFV varia en funcion 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). Estudios recientes sugieren que las perdidas en diferentes
genotipos (genes no conocidos) oscilan del 40% al 70% (Gonzalez-Concha et
al.,2023; Ortiz-Martinez et al., 2022). Por lo tanto, el desconocimiento sobre la
limitada informacién del dafio ocasionado por el TOBRFV en tomate, se plante6
el objetivo de ajustar un modelo evaluacion de pérdidas y gradientes, para
evaluar la efectividad de estrategias en el manejo de la enfermedad causada por
el TOBRFV.



Justificacion

Es importante evaluar métodos de manejo de la enfermedad que permitan inhibir
la transmision y replicacion del ToBRFV, para reducir las pérdidas ocasionadas

en el cultivo de tomate.

Objetivos

1. Determinar la concentracion efectiva de ClO2 que reduzca Ila
concentracion viral de ToBRFV.

2. Evaluar el efecto del ClO2 en la transmision de ToBRFV, en plantas de
tomate cultivadas en campo abierto.

3. Evaluar el efecto de la replicacion de ToBRFV en plantas de tomate
cultivadas en invernadero y campo abierto.

4. Estimar el efecto del TOBRFV en parametros agronémicos de tomate
cultivado en campo abierto e invernadero.

5. Desarrollar un modelo de estimacion de pérdidas por TOBRFV.

Hipodtesis

e EI CIO2 inhibira la transmisién del ToBRFV causada por las practicas de
manejo del cultivo de tomate.

e EI CIO2 reducira la replicacion del TOBRFV en plantas inoculadas.

e EXxistira una relacion entre las pérdidas en rendimiento y la carga viral de

ToBRFV en plantas de tomate, que se ajustaran a un modelo de Berger.



REVISION DE LITERATURA

Importancia econdmica del tomate en México

El tomate es una de las hortalizas con mayor importancia en el mundo, dado a
su importancia nutricional y metabolitos secundarios (llahy et al., 2018). Debido
a su alto rendimiento, desempefia una importancia en la vida de las personas y
en el desarrollo econémico de los paises productores (Firdous et al., 2019).
México ocupa el décimo lugar a nivel mundial como productor de tomate,
destacando Coahuila en el 16° lugar a nivel nacional (SIAP, 2023). Aunque el
rendimiento anual de la superficie cultivada de tomate ha crecido conforme a los
afos, las pérdidas en produccion han provocado un impacto debido a la
presencia de factores bibticos y abidticos, dentro de ellos cabe mencionar, las
enfermedades ocasionadas por virus de importancia econdmica (Akhter et al.,
2017).

En México, las zonas con mayor produccion estan ubicadas en las regiones del
Bajio y el noroeste del pais; tan solo en 2019, alrededor del 90 % de las
exportaciones se dirigieron a los E.U. (Sandoval-Cabrera y Borja-Rodriguez,
2023). La regién Norte del estado de Coahuila se ha caracterizado desde hace
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
Estado, ocasion6é una reduccion en los créditos a los productores v,
consecuentemente, una disminucion en las hectareas cultivadas (Espinoza-
Arellano et al.,2019). Esta situacion condujo a la transicion hacia un sistema de
produccién de tomate en agricultura protegida (Orona et al., 2022). En 2020, en
la region norte de Coahuila, se cultivaron 710 hectéareas con una produccion de
112,180 toneladas y un rendimiento promedio de 156 kg ha?, destacando la
produccion en el sistema de agricultura protegida (SIAP, 2020). El Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera reporta que durante el afio 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 financiero realizado por Orona et al. (2022), se
observa que seis de cada diez unidades agricolas exportan entre el 74 y el 85 %
de su produccién a los Estados Unidos. Asimismo, se estima que el costo
promedio de produccion por kilogramo de tomate es de 4.02 pesos, y se sugiere
gue, 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.

Importancia del TOBRFV

El tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) se le considera un virus estable,
puede encontrarse en el exocarpo del tomate, causando infecciones sistémicas,
produciendo sintomas severos en distintos érganos de las plantas de tomate
(Klap et al., 2020a). En foliolos de tomate, se manifiestan ocasionando sintomas
severos de amarillamiento intervenal, deformacion, mosaico, necrosis, en los
frutos produce moteados, en etapas terminales rugosidad color cafe (Davino,
2020). ElI Tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV) perteneciente al género
Tobamovirus es uno de los patdgenos de mayor importancia econémica, debido
a su agresividad producida en el cultivo de tomate (Aghamohammadi et al.,
2013), a tal punto de ser denominado una amenaza emergente considerado una
de las principales enfermedades causantes de la disminucion del rendimiento en
tomate (Salem et al., 2023). Debido al riesgo que mantiene en distintas regiones
productoras del mundo (EPPO, 2021), es necesario desarrollar estudios que
muestren un impacto significativo en las estrategias de manejo fitosanitario,
conocimientos en la epidemiologia, para evitar la propagacion dentro de las
regiones productoras de tomate a nivel internacional (Mut, 2021).

Caracterizacion y Taxonomia del ToBRFV

La familia Virgaviridae estd conformado por 5 géneros de virus fitopatégenos,
entre de ellos el género Tobamovirus con mayor importancia a nivel mundial
(Adams et al., 2017); Dombrovsky et al., 2017a), que constituye a 37 especies

(School, 2020). Incluyendo las especies con mayor importancia econémica:



Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Tobacco mild green
mosaic virus (TMGMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Tomato mottle
mosaico virus (ToMMV) y Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) (EPPO,
2023).
Taxonomia del ToBRFV de acuerdo con School et al. (2020):
Realm: Riboviria
Kingdom: Orthornavirae
Phylum: Kitrinoviricota
Class: Alsuviricetes
Order: Martellivirales
Family: Virgaviridae
Genus: Tobamovirus
Species: Tomato brown rugose fruit virus
Nombre comun: tomato brown rugose fruit virus, virus del fruto rugoso marrén
del tomate.
Grupo IV: ARNmc+ (Baltimore)

El TOBRFYV tiene particulas en forma de varilla rigida de 300 nm de largo y 18 nm
de diametro. El genoma es de ARN monocatenario de sentido positivo (ARNss+)
de ~6.400 nt. Con cuatro marcos de lecturas abiertos (ORF1, 2, 3 y 4) distintos,
gue codifican dos complejos de proteinas relacionadas con la replicacién de 126
kDa (ORFla) y 183 kDa (ORF1b), la proteina de movimiento (PM) de ~30 kDa
(ORF2) y la proteina de cubierta (PC) de ~17,5 kDa (ORF3), expresado a través
de los ARN subgendmicos coterminales (Eichmeier et al., 2023)

Distribucién

El primer registro de ToBRFV se localiz6 en lIsrael en el 2014, en tomates
cultivados bajo malla sombra, pero se reportd tres afios posterior (Luria et al.,
2017). Sin embargo, se registré publicamente hasta el 2015 como el primer
avistamiento en invernaderos de tomate con sintomas inusuales a otros virus

(Salem et al., 2016). El diagnostico molecular de las plantas de tomate demostré



la presencia de un nuevo Tobamovirus al que se le denomind Tomato brown
rugose fruit virus. La incidencia y la severidad en frutos cosechados con la
afectacion del ToOBRFV, representd una limitante para la comercializacion en el
mercado, la falta de métodos de diagnostico y planes de trabajos epidemiolédgicos
retras6 su control cuarentenario (Zhang et al., 2023). Posterior a su
descubrimiento, el virus se propag0é rapidamente, a través de semillas como
fuente de in6culo primario, debido que Israel y Jordania son uno de los paises
con mayor exportacion de semillas a nivel mundial, representaron un punto de
inicio para la diseminacién del virus en el mundo (Van de Vossenberg et al.,
2020).

Con la importacion de semillas a México, en 2017 se evidenciaron sintomas de
una enfermedad que se diseminaba de forma mecéanica en invernaderos de
tomate, en julio de 2018 en Ensenada Baja California se reporta la primera
ocurrencia del TOBRFV (Camacho-Beltran., 2019), las muestras se secuenciaron
y evidenciaron 100% de identidad a la region de 1052 pb del gen RARP de los
aislados ToBRFV de lIsrael y Jordania con accesiones depositadas en el
GenBank (KX619418 y KT383474.1), meses posteriores en septiembre del 2018
en invernaderos de tomate y chile en la region de Yurécuaro, Michoacan se
detecta a ToBRFV (Cambrén-Crisantos et al., 2019), dichas muestras fueron
analizadas por RT-PCR, donde tuvieron 100% de identidad con las muestras de
Israel. Lo que significa que la diseminacion del virus se propagé rapidamente en
las areas de produccién de tomate en México, actualmente se encuentra
distribuido en: Yucatan, Tamaulipas, Zacatecas, Jalisco, Sonora, Chihuahua,
Durango, Aguascalientes, Querétaro detectado en S. lycopersicum, C. annum y
S. melongena (Sinavef-Senasica, 2020); Sinaloa, San Luis Potosi, Hidalgo y
Chiapas en S. lycopersicum, (Gonzalez-Concha et al., 2021); Puebla (Zamora et
al.,, 2021); Guanajuato (Nolasco-Garcia et al., 2023), Coahuila (Vasquez-
Gutierrez et al., 2023), Colima (Zamora et al., 2023), Guanajuato (Vargas-Mejia

et al., 2023) detectado en S. lycopersicum.



Transmision ToBRFV

Las particulas del ToBRFV pueden entrar en las células de la planta a través de
pequefias heridas. Dentro del huésped, el virus se replica usando factores de la
célula huésped. TOBRFV es muy estable y pueden sobrevivir en superficies como
ropa, restos de plantas, soluciones nutritivas, suelo o material de transporte sin
perder la infectividad. No existen investigaciones enfocadas a los vectores
principales del TOBRFV pero Levitzky et al. (2019) en un estudio reciente, donde
colect6 colmenas de abejorros provenientes de invernaderos de tomates
infectados, pudo analizar que estas conservaban un indculo primario infeccioso,
debido que las colmenas contaminadas con ToBRFV portaban particulas virales
infecciosas. Asi mismo, realizaron el ensamblaje del genoma de ToBRFV donde
se logré identificar al virus adherido al cuerpo del abejorro, mientras que la
diseccion de abejorros mostré que ToBRFV estaba presente principalmente en
el abdomen, lo que sugiere que la enfermedad viral se propaga a traves de la
polinizacion por zumbido. Estos resultados demuestran que las colmenas de
abejorros recolectadas en invernaderos contaminados con ToBRFV llevan un
in6culo primario que refleja el estado de los virus en el area de cultivo. Este nuevo
modo de propagacion de ToBRFV por polinizadores abre una via para la
deteccion de virus en un area de cultivo a través del analisis de los polinizadores,
y también enfatiza la necesidad de reevaluar los protocolos de manejo de
enfermedades apropiados. La transmision del virus es por via mecanica, a partir
del manejo mecanico entre plantas, equipos de trabajo y la participacion del
polinizador comercial Bombus terrestris en la etapa de floracion del cultivo, asi
mismo, se han encontrado que las semillas y los restos de material vegetal

cumplen la funcion de fuente de indculo (Levitzky et al.,2019).

Epidemiologia de ToBRFV

Los Tobamovirus se encuentran entre los virus mas destructivos en la
epidemiologia de plantas, ya que producen epidemias severas en solanaceas.
Por ello conocer los mecanismos de transmisién, la interaccién hospedero del

virus, la diversidad genética y el progreso de la enfermedad conforme a las



pérdidas que ocasiona en etapas criticas del cultivo, son de suma importancia
para analizar diferentes aspectos epidemiolégicos de estos entes virulentos
(Aghamohammadi et al.,, 2013). En afos recientes, el modelamiento
epidemiolégico ha cobrado gran importancia como una herramienta
indispensable para los estudios de las epidemias producidas por enfermedades
virales en plantas. Estos modelamientos se ejecutan con el objetivo de
comprender el desarrollo y la evolucion de una o varias epidemias, con relacion
a las variedades a evaluar. En muchos casos, los modelos empleados han
permitido manejar la enfermedad, pero posiblemente han logrado obtener un
mayor impacto en la comprension de epidemias de importancia econémica (Jeger
et al., 2018).

Los modelos de tipo logistico son mayormente utilizados para medir el
comportamiento de epidemias en plantas causadas por tobamovirus, en donde
las particulas virales (unidades infecciosas) se propagan a través del contacto
directo de planta a planta (Vasquez-Gutierrez et al., 2023). Los modelos de tipo
Log—logistico son los mas especificos para representar enfermedades
policiclicas o de interés compuesto, las cuales se caracterizan por presentar
multiples ciclos de infeccion durante el ciclo productivo del cultivo (Nutter, 1997).
El patosistema policiclico de ToBRFV tiene una constante de produccion de
in6culo mediada por los procesos de replicacion del virus al interior de las células
del hospedante (Smith y Dambrovsky, 2019), asi como la rapida dispersion y
posterior infeccibn de nuevos individuos (Jeger et al., 2018). Las etapas de
desarrollo epidemiolégico del virus, comienza con una fase inicial, durante este
periodo la tasa de infeccion de la enfermedad es baja, debido a la adaptacién del
patégeno a las condiciones ambientales. Dentro de la fase de crecimiento rapido
(exponencial) se presenta un aumento de la velocidad de transmision de la
enfermedad directamente proporcional al nivel de intensidad (incidencia); es decir
en este periodo de tiempo la tasa relativa de la enfermedad aumento
continuamente produciéndose la maxima transmision ocasionada por infecciones
secundarias dentro de la poblacion de plantas evaluadas. Esta fase se

caracteriz6 por presentar una mayor tasa de infeccién (1) lo que se tradujo en
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un mayor riesgo de ocurrencia de la epidemia del ToBRFV a lo largo del tiempo
((Jeger et al., 2018). Al culminar esta fase, la epidemia entra a una etapa de
desaceleracion o fase estacionaria, que es cuando el virus se estabiliza, es decir,
“ha llegado al numero maximo de individuos (plantas) infectados (Madden and
Hughes, 2000). Aunque este riesgo de transmision es de baja frecuencia tiene
un alto impacto sobre todo en los sistemas de produccion de alta intensidad,
principalmente en regiones con mayor superficie cultivadas con solaniceas
(Gonzalez-Concha et al., 2021) teniendo en cuenta que gran parte de la semilla
importada para la produccion de tomate en México proviene de lIsrael, lugar
donde se reportd por primera vez la aparicion del ToBRFV en invernaderos

comerciales de tomate (Luria et al., 2017).

Gradiente de dispersion y de enfermedad

Un gradiente de dispersion corresponde a la variacion en la deposicion de inéculo
en relacién a la distancia desde una fuente de inéculo (de nuestro interés), en
cuanto al gradiente de la enfermedad es la disminucion de enfermedades o
infecciones o lo largo de la distancia, el cambio (generalmente declina) en
intensidad de enfermedad sobre la distancia desde una fuente de indculo
(Suarez, 2004), no necesariamente tiene que ser distancia, puede ser nimero de
plantas infectadas con diluciones en serie para encontrar el punto maximo de
dilucion de la sabia infectiva del virus (Cavallini, 1998), existen maneras para
medir el gradiente de una enfermedad, la mayor utilizada es a partir de sintomas
producidos por el patébgeno; comenzar la medicidn a partir de las plantas mas
cercanas a la fuente de in6culo, conociendo el periodo de incubacion de la
enfermedad. (Gonzalez-Garza, 2018) con esto es posible conocer la exactitud,
de la distancia/ numero de plantas que avanzo la fuente de inéculo a plantas

sanas por medio de la diseminacidon mecanica durante el manejo de la planta.

Sintomatologia
ToBRFV es un Tobamovirus capaz de producir diferentes sintomas en sus

hospederos, difiriendo al hospedero que afecta, temporada, temperatura,
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condiciones de desarrollo (invernadero o cielo abierto) y edad de la planta donde
ocurre la infeccion (Caruso et al., 2022). La mayoria de los sintomas producidos
de manera directa e indirecta afecta significativamente la calidad y el valor
comercial de la fruta, lo que conlleva a la pérdida de la cosecha (Menzel et al.,
2019). Asi mismo la expresion de sintomas puede variar conforme al cultivo y al
ambiente. Las plantas infectadas por el TOBRFV pueden expresar sintomas
foliares de tipo mosaico en las laminas, oscurecimientos en las nervaduras,
malformaciones del tejido y ampollas en los foliolos, deformacion, rugosidad,
hendiduras de color marrén en los frutos, afectando el rendimiento, la calidad y

el valor comercial del cultivo (Luria et al., 2017).

Técnicas de diagnostico

El diagndstico inicia a partir de la identificacién de sintomas en plantas de
tomate, la observacion de oscuros mosaicos, deformacién y estrechamiento en
hojas, en los brotes jovenes apicales y rugosidad color marrén en frutos, confirma
la presencia de ToBRFV (Alfaro-Fernandez et al., 2021). En la actualidad existen
alternativas para la identificacion y deteccién del ToBRFV, estos se pueden
clasificar en diferentes tipos: diagndéstico por plantas diferenciales, microscopico,
serolégico, tiras reactivas y moleculares.
La identificacion y detecciobn del ToBRFV se puede realizar a través de
microscopia electrénica (TEM, por sus siglas en inglés), donde se visualiza la
morfologia de varilla rigida de los viriones, sin embargo, estas herramientas no
pueden diferenciar entre especies del género Tobamovirus (Cambron-Crisantos
et al., 2018). Otras de las técnicas que son utilizadas para su deteccion previa,
son las tiras inmunolégicas Agdia® son pruebas serologicas disponibles,
anteriormente se creia que estas reaccionaban de forma cruzada con otras
especies de este género, pero en un estudio reciente validan la sensibilidad
analitica (con un rango de 64 a 320 pg/mL) proporcionando una alta especificidad
en el diagnostico de diversos aislados de ToBRFV de hasta el 100 % (Eads et
al., 2023). Sin embargo, una prueba positiva debe confirmarse por otros medios

con mayor especificidad utilizando técnicas moleculares (RT-PCR, por sus siglas
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en ingles) (Wilstermann y Ziebell, 2019). La importancia de utilizar técnicas de
diagnéstico fitosanitario que permitan conocer de manera precisa el agente
patégeno precursor de los sintomas asociados a las muestras a identificar es
primordial (Rodriguez et al 2019). En la actualidad se han reportado
oligonucledtidos especificos para la deteccion de ToOBRFV mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT-PCR) (Li et al., 2018).
La deteccion oportuna del ToBRFV tiene importancia en las semillas
provenientes de paises extranjeros, lo cual reduce la diseminacion temprana del

virus en las regiones productoras del mundo (Davino et al., 2020).

Estudios de pérdidas ocasionados por Tobamovirus

Existen limitados estudios desarrollados en campo y/o invernadero para la
evaluacion de pérdidas en la produccién de tomate, a causa de la infeccion por
el ToBRFV, en algunos articulos reportan incidencias del 50- 100% en plantas
enfermas (Alkowni et al., 2019) asi como 10-15% en frutos sintomaticos, sin
embargo, ninguno ha evaluado con precision las pérdidas ocasionadas por el
patdgeno tras la infeccion en diferentes edades del cultivo (Luria et al., 2017).
Son pocos los estudios que han evaluado y determinado las pérdidas en el
rendimiento en tomate a causa de infecciones por tobamovirus, algunas de estas
estimaciones son realizadas en base a valores de incidencia y severidad; El TMV
puede ocasionar pérdidas de hasta 100% en el rendimiento en tomate
(Abdelkhalek, 2019). ElI ToMV se ha reportado que puede ocasionar perdidas
hasta en un 26.5% en la produccion (Choi et al., 2019). El PMMoV puede
ocasionar incidencias en campos abiertos e invernaderos de tomate que van del
70-100%, reduciendo la productividad (Ogai et al., 2013). Principales
productores de tomate en el Norte de México, se han visto afectados en la
produccion, por la aparicion de enfermedades que causan pérdidas hasta en un
100 % en el rendimiento; por ello, el desarrollo de modelos de evaluacion de
perdidas, contribuiria el interés fitopatologico para evaluar la (incidencia y/o
severidad), a partir de microparcelas experimentales, estos datos servirian en

campo para pronosticar o analizar la dindmica de las enfermedades de origen
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viral y las estimaciones de pérdidas en rendimientos ocasionadas por epidemias
severas (Ortiz-Martinez et al., 2022). Los métodos para el desarrollo de estas
evaluaciones y/o estimaciones incluyen modelos de multiples puntos, modelos
integrales, modelos sindpticos y modelos de superficie de respuesta, asi como
patrones de dispersion y correlacion espacial (Madden y Campbell, 1990; Jeger
et al., 2018). De este modo el modelamiento de las epidemias ha contribuido en
la comprension tedrica y estimacion de pérdidas en cultivos de tomate con
respecto al tiempo de infeccion en diferentes fechas del cultivo bajo condiciones
de invernadero, lo que ha llevado a entender el comportamiento del patégeno; de
esta forma establecer estrategias de medidas fitosanitarias para el manejo de la
enfermedad con relacién al ciclo del cultivo (Ojiambo et al., 2017). La severidad
gue ocasionan las enfermedades virales en especial las causadas por especies
del género Tobamovirus en cultivos de tomate en México, hacen de su estudio

una prioridad mundial.

Pérdidas por TOBRFV

El cultivo de tomate al ser afectado por enfermedades virales desarrolla sintomas
gue afectan el tiempo de vida, su valor comercial, desarrollo, rendimiento y
calidad; el tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) ha generado una reduccion
en el rendimiento de hasta el 99% de acuerdo con la superficie del cultivo
manejado (Oladokun et al., 2019). Ademas, estudios recientes reportan, que las
pérdidas de rendimiento en tomate debido al ToOBRFV pueden alcanzar el 40 %
(Gonzélez 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 disminucion del rendimiento del 55 %. En cambio, en
tomates del cultivar TOP-2299 (genes no conocidos), se obtuvo una disminucion
del 40 % (Gonzéalez-Concha et al., 2023). Estos hallazgos son consistentes y

demuestran que la patogenicidad y el impacto sobre el rendimiento, produce un
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impacto significativo sobre el valor agregado del costo-beneficio para el

productor.

Estrategias para el manejo del TOoOBRFV

Debido a la ausencia de informacién aplicada para el control y manejo especifico
del ToBRFV se han realizado estrategias culturales que reducen parcialemente
la diseminacion del virus en el area de trabajo. Para esto se debe implementar
estrategias como: el uso de semillas libres del virus, evitar la reutilizacién de
sustratos, en un dado caso de reutilizacidn, se recomienda aplicar tratamientos
térmicos de inactivacion y desinfeccion para ToBRFV (Michael et al., 2022),
eliminar y remover plantas sintomaticas después del trasplante, mantener libre
de malezas el area de trabajo, que puedan servir como reservorios del TOBRFV,
considerar la rotacion de cultivos especificamente con leguminosas, mantener
ubicados en areas especificas al personal de trabajo (Ehlers et al., 2022b),
limpieza correcta de la ropa y zapatos de los trabajadores, junto con la
desinfeccibn de herramientas antes y después de la entrada al area de
produccion (Ehlers et al. (2022a). Son algunas estrategias de mitigacién que
podrian contribuir en un buen manejo del ToBRFV. Actualmente no existen
productos quimicos tan efectivos para controlar el TOBRFV durante la infeccién
en plantas hospedantes, la mayoria de los estudios se centran en la desinfeccién
del virus, pero no controlando directo en la planta (Zhang et al., 2022). Por lo cual,
se han estudiado el desarrollo de productos virucidas capaces de reducir la
incidencia y severidad del virus bajo condiciones de campo. Eldan et al. (2022)
proponen el uso de perdoxido de Hidrégeno (HP) en un hidrogel de alcohol
polivinilico (PVA)/ polivinilpirrolidona (PVP) para liberacion controlada en
aplicaciones de campo, la tasa de liberacion del HP hidrogel a través del contacto
directo e indirecto con el suelo (fase gaseosa) produce una baja fitotoxicidad y
una alta eficacia contra TOBRFV, probadas en plantas de tomate y tabaco.

El uso de inductores de resistencia aplicados directamente al cultivo, para
contrarrestar el dafio causado por el ToBRFV es limitado, debido a la reciente

aparicion del virus. Aun asi, se han evaluado recientemente algunos trabajos bajo
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este principio (Ortiz-Martinez et al., 2023) evaluaron el efecto de 14 elicitores y
bioestimulantes sobre parametros agronémicos de morfologia, rendimiento y
calidad de los frutos en plantas de tomate infectadas con ToBRFV. Determinaron
que Virablock ®, Optifert®, Silicant ® y Haifa Protek™ mejoraron los parametros
agronémicos evaluados, mientras que Haifa Protek™ indujo mayor sistema
radicular.

ToBRFV considerado el primer tobamovirus capaz de romper la resistencia a los
genes Tm-2, Tm-1y Tm-22 que confieren resistencia a TMV, ToMV y TOMMV en
solanaceas (Hak y Spiegelman, 2021). Por ello, la seleccion de materiales
silvestres para la aplicaciébn de mejoramiento genético con resistencia a TOBRFV,
ha brindado resultados favorables en la investigacién; como lo indican Kabas et
al. (2022), quienes evaluaron materiales de tomate que incluyen 10 especies
silvestres y 11 hibridos interespecificos F1 derivados de S. habrochaites y S.
pennellii, estos se probaron con aislados de ToBRFV mediante el método de
prueba bioldgica. Al final, obtuvieron que S. pimpinellifolium (LA1651), S. penellii
(LAO716) y S. chilense (LA4117A, LA2747) resultaron ser tolerantes a ToBRFV
con un indice de severidad (DSI) menor 19.6% respectivamente. Sin embargo
estos estudios no solo se han realizado para tomate, también existen algunos
reportes para pimiento, donde ToBRFV es capaz de infectar sistémicamente
plantas de pimiento que portan genes L! o L? resistentes a ToMV (Eldan et al.,
2022),, aungue en pimiento con genes L2y L* ToBRFV produce lesiones locales
como resistencia del hospedero al virus (Fidan, 2021), un caso similar a Nicotiana
benthamiana que produce alta resistencia (HR) a ToBRFV ya que posee un gen
Tm-22, lo que expresa visiblemente lesiones necréticas locales (LLN) (Zhang et
al., 2013).

Con esto se concluye, que son pocos los materiales genéticos que permiten la
resistencia a ToBRFV, tanto silvestres y comerciales, y que a su vez apoyan en
la reduccion de pérdidas para cultivos de tomate y pimiento. Es importante
mencionar que existen genotipos en el mercado considerados resistentes, sin
embargo, no siempre contrarrestan la infeccién por el ToBRFV, es decir, los

genotipos establecidos a temperaturas normales (20 a 28°C) pueden tolerar al
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patdgeno, pero a temperaturas extremas de (30 a 48°C) pueden manifestarse
como susceptibles. Por ello, es necesario tomar en cuenta la validacion de la
resistencia al ToBRFV, antes de su establecimiento en zonas de produccién
(Gonzéalez-Concha et al., 2023; Nolasco-Garcia et al., 2022).

Uso de Inhibidores de la transmision mecanica

La entrada inicial del virus en el tejido de la planta se produce a través de dafios
mecanicos, asi como heridas hechas por insectos, &caros o nematodos,
posteriormente, los virus se acumulan en la epidermis del huésped y las células
del mesofilo a través de plasmodesmos (PD), se mueven sistémicamente
utilizando una proteina de movimiento (MP), tanto el movimiento de célula a
célula como el sistémico son procesos que requieren la interaccion entre los
componentes virales y del huésped (Niehl y Heinlein, 2011). Algunos autores
hacen mencién sobre inhibidores de la transmision del virus, Lionetti et al. (2014)
demostré que la expresion de Inhibidores de la pectina metilesterasa PMEI, en el
tabaco inhibe la actividad de la proteina de movimiento (PM) y aumenta la
esterificacion de metilo de la pared celular. La utilizacion de Arabidopsis y
extractos de kiwi (Lionetti et al., 2014) en hojas de tabaco infectadas con TMV,
obtuvieron que la mayor actividad inhibitoria fue del extracto kiwi, que mostré
mayor inhibicion en la PM de virus, lo que redujo el porcentaje de sintomas de
TMV en plantas de tomate. Mientras que el uso de desinfectantes para evitar la
transmision de virus ha cobrado relevancia, el hipoclorito de sodio e hipoclorito
de calcio como desinfectantes de herramientas y actividades de tratamiento a la
semilla (Toth y Kiss, 2016). Recientemente el uso de compuestos quimicos
antivirales ha cobrado relevancia en tratamientos de aguas residuales,
desinfeccién de verduras frescas, tubérculos y desinfeccién de areas de trabajo,
incluso en el uso para evitar la transmision respiratoria, entérica y sanguinea
como es el caso del SARS-CoV-2 (Totaro et al., 2021). La eficacia del uso de
didxido de cloro (ClO2) y acido peracético (PAA) contra virus en humanos, como

es el caso de la hepatitis A (HAV), norovirus murino (MNV-1) demuestra que el
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ClOz2 elimina los virus transmitidos por alimentos en aguas de lavado ricas en
suelo (Wang et al., 2024).

Sin embargo, no existen estudios realizados del uso del diéxido de cloro como
antiviral de virus de plantas. En una revision sistematica realizada por Jefri et al.
(2022) sobre el uso del diéxido de cloro como desinfectante, mencionan que, de
los 33 estudios analizados, 14 se centraron en la eficacia como desinfectante, 8
en la seguridad y toxicidad en humanos y animales y 15 discutieron el impacto
como la desinfeccién del tratamiento del agua, con esto se menciona que el ClIO2
es un desinfectante seguro y eficaz, incluso en concentraciones bajas de 20g L~
1. El diéxido de cloro se puede utilizar eficazmente para desinfectar el agua,

destruir hongos, bacterias y virus de verduras y frutas.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién de la experimentacion
El desarrollo de la presente investigacion se realizo en las instalaciones de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, localizada en Saltillo Coahuila,
México., la parte experimental se ejecutd en el area de los invernaderos del
Departamento de Parasitologia, con coordenadas: 25°21'23.55” latitud N,
101°25’16” longitud O y 1763msnm.

Aislamiento e identificacion del TOBRFV

Se realizaron muestreos al azar en tejidos de hojas jévenes y frutos con sintomas
de mosaicos y oscurecimientos en las nervaduras de las hojas, deformacion y
rugosidad color marrén en los frutos, dirigidos a ToBRFV (Luria et al., 2017;
Gonzalez-Concha et al.,2021) en invernaderos comerciales ubicados en General
Cepeda. 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 pictoricas propuestas por Luria et al. (2017) y Cambron-
Crisantos et al. (2019). Posteriormente se realizé una previa deteccion del virus
utilizando InmunoStrip Agdia® para corroborar la presencia del ToOBRFV en las
tres muestras colectadas, una vez corroborados los sintomas positivos al virus,
se trasladaron las muestras de foliolos a una nevera bajo temperatura de
5°C+2°C antes del ensayo.

Para el aislamiento se utilizaron plantas de tomate var. Rio Grande®,
trasplantadas a los 35 dias posteriores a la siembra (dps) en macetas de 1 kg
utilizando peatmos y materia organica con proporcion de 1:1. La inoculacion se
realiz6 10 dias posteriores al trasplante (dpt) en plantas de tomate var. Rio

grande de forma mecanica con ToBRFV de acuerdo con (Ortiz-Martinez et al.,
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2021) con algunas modificaciones; se obtuvo el jugo crudo a partir del tejido
enfermo sintomatico, luego se macer6 en un mortero frio esterilizado, en
presencia de una solucién amortiguadora fosfatos a pH 8.0, 0,1 My “celite” como
abrasivo. De las plantas solo las hojas primarias fueron inoculadas utilizando un
hisopo impregnado con el in6culo ToBRFV, realizando frotamientos en la hoja; y
luego, se lavaron con el amortiguador. Como control negativo se frotaron plantas
sanas con amotiguador fosfato en compaiiia de celite (Sigma). La fertilizacion se
realiz6 dos veces por semana utilizando una solucién Steiner al 50% (Steiner,
1961). La observacion se realizo 9 posteriores a la inoculacion (dpi), para conocer
el periodo de incubacion (pdi), asi como la expresion de sintomas en las plantas
inoculadas. Las plantas de tomate se llevaron hasta etapa de fructificacion para
el estudio de la patogenicidad del TOBRFV.

Deteccion del tomato brown rugose fruit virus

Para la identificacion molecular, se procedio 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 inspeccién
fitosanitaria certificada por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) de Coahuila. Se utilizo el kit RNA Isolation System
(Promega) para la extraccion de RNA y la cuantificacion 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 end6geno en el proceso de la Reacciéon en Cadena de
la Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT-PCR), los oligonucle6tidos fueron
ToBRFV-F (5-AACCAGAGTCTTCCCTATACTCGGAA-3) y ToBRFV-R (5'-
CTCACCATCTCTTAATAATCTCCT-3"), disefiados para amplificar un fragmento
de 475 pb (Rodriguez-Mendoza et al., 2019). Las condiciones de la reaccion
consistieron en 12.5 yuL Master mix (Platinum), 1.25 uL de ambos oligonucleétidos
(ToBRFV-F y ToBRFV-R), 5 pL SuperFi GC (Thermo Fisher), 2 uL de cDNAy 3
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uL de agua grado molecular (Invitrogen), en un volumen total de 25 L. 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 2 %.

Determinacion de la concentracion de didxido de cloro

Para este ensayo, se sembraron plantas de Nicotiana longiflora (Cav.), utilizando
como sustrato fertilizante organico sélido, turba de esfagno gruesa, perlita y
vermiculita en una proporcion de 1:1:1:1. El trasplante se realiz6 40dias
posteriores a la siembra en bolsas de polietileno de 15x16 cm. Las plantas de
tomate se fertirrigaron tres veces por semana con solucién steiner al 25%
(Steiner, 1961).

Las condiciones del ensayo se realizaron bajo invernadero a (28+2 °C con 14 h
de luz solar). Se establecio un disefio completamente al azar. Se preparo indculo
ToBRFV de acuerdo con lo mencionado en el ensayo anterior (Vasquez-
Gutierrez et al., 2023). Y se procedio a inocular 100 ul a una concentracion de
1: 10 (p/v) sobre medias hojas de N. longiflora la cual fue considerada una
repeticion (incluyendo control negativo y positivo).

El Diéxido de cloro (ClO2) con 80% de ingrediente activo, se suministré por Oxi-
plant, Mexico. La preparacion se realizé en agua destilada, de acuerdo con las
diferentes concentraciones empleadas: 100, 250, 500, 760, 1520, 3040 y 6080
ppm. Como control negativo (CN): agua destilada, in6culo preparado (CP), es
decir sabia infectada en 1:10 (p/v). 30 min posterior a la inoculacién, se asperjo
ClO2 a las concentraciones evaluadas a excepcion del CN y CP. Se asperj6 un
volumen de 5 mL, cubriendo exactamente la media hoja. Este procedimiento se
repitié con todos los tratamientos a excepcion del CN y el CP. Se analizaron en

total 9 tratamientos con 20 repeticiones los cuales se especifican en la Tabla 1.
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Tabla 1. Tratamientos utilizar para determinar la concentracion de CIlOz a utilizar
en ensayos posteriores.

T , Concentraciones Dosis (g L Volumen
ratamientos 1 :
(ppm) ) asperjado (mL)
T1 100ppm 0.125 5
T2 250ppm 0.3125 5
o T3 500ppm 0.625 5
ToglF({)é\;L(T'ofglolv) T4 760ppm 0.95 >
PV g 1520ppm 1.9 5
T6 3040ppm 3.8 5
T7 6080 ppm 7.6 5
Agua destilada (CN) T8 - 5
Inéculo preparado T9 - 5
(CP) (1:10 p/v)

CNA CIO2 T10 7.6 5

(6080ppm)

ClO2: diéxido de cloro; CN: control negativo; CNA: control negativo absoluto.

Evaluacion de variables y analisis de datos.
La evaluacion se realizo 10 dpi, utilizando una hoja milimétrica se midio el area

afectada y el &rea total y se calcul6 el porcentaje de fitotoxicidad con la ecuacion:

] o Area afectada
Fitotoxicidad (%) — x 100
Area total

Asi mismo se registraron €l nimero de lesiones locales expresados en medias
hojas de Nicotiana longiflora, por cada tratamiento evaluado. Al final los datos se
procesaron en un Andlisis de varianza, y posteriormente, se compararon con la
prueba de medias Tukey, con un nivel de significancia de p>0.01, utilizando el

programa estadistico SAS versiéon 9.1

Evaluacion del Didxido de cloro como inhibidor de la transmisibn mecanica
Para este experimento se sembraron semillas del genotipo hibrido 172-300 F1

Yuksel Tohum®. 30 dps las plantas se caparon para inducir brotes apicales
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nuevos y se trasplantaron. Se establecié un disefio experimental de parceladas
apareadas en el area del bajio de la UAAAN, a cielo abierto. Como parcela 1
fueron plantas con aplicacion del diéxido de cloro y parcela 2 plantas sin
aplicacion del ClO2. Fueron cuatro surcos (bloques) por parcela, de 17 m cada
uno. 55 plantas por surco. Donde los tratamientos fueron: TO fuente de in6culo
(F.1.), distancia de F.I. (T1, T2, T3...T10). 5 repeticiones por bloque, una planta
por repeticion, con una distancia entre planta de 0.3 m.

Tabla 2. Distribucion de tratamientos evaluados para evaluar el dioxido de cloro

como inhibidor de la transmisién mecanica en campo abierto.

Parcela 1 (Con ClOz) Parcela 2 (Sin CIO2)
Distancias evaluadas Tratamientos Tratamientos

F. TO TO
1.5m T1 T1
3m T2 T2
45m T3 T3
6m T4 T4
7.5m T5 T5
9m T6 T6
10.5m T7 T7
12 m T8 T8
13.5m T9 T9
15m T10 T10

F.I: fuente de inéculo, plantas inoculadas de tomate 15 dias posteriores al trasplante.

El ensayo comenzé con la inoculacion de la fuente de indculo 15 dpt, al inicio de
cada surco por cada parcela (1 y 2). Se prepardé un ino6culo ToBRFV 1:10
(p/v) en SAF (pH 8.0), proveniente de plantas del aislado FQ3. Utilizando un
hisopo impregnado se inocularon 200 pl en las dos primeras hojas apicales de
cada planta de acuerdo con lo citado por Vasquez-Gutierrez et al. (2024). 10 dpi.,
se comenzo con la aplicacion de tratamientos, se preparé ClOza 760ppm y se
asperjaron a las 6.00 pm., en plantas pertenecientes a la parcela 1, de los
tratamientos T0...T10 con una dosis de aspersion de 0.96 g L. Utilizando un
aspersor Pacto 320030 (Swissmex, Saltillo, Mexico), se procurd cubrir toda el
area de la planta. 10 min posterior a la aplicacion se procedié al manejo de la
planta, dentro de las actividades realizadas consistieron en: deshoje de brotes,
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despunte de plantas, desbrote de yemas axilares, raleo de flores y podas de
formacion. Esta actividad se realiz0 tres veces por semana hasta el primer corte

de frutos (50 dpi), en total se realizaron 21 aspersiones.

Evaluacion del gradiente de infeccion (replicacion)

La evaluacion de la replicacion del ToBRFV se realizd por concentracion viral
densidad 6ptica (DO) en DAS-ELISA (Agdia, Elkhart, Estados Unidos) a 405 nm
50 dias posteriores a la inoculacion (dpi). Las muestras procesadas
correspondieron a la fuente de inoculo (TO) y las distancias de la fuente de inéculo
(1.5, 3, 4.5...10 m). En total se procesaron 4 repeticiones (surcos) por distancia
(FI, 1.5, 3, 4.5...10 m). Donde una repeticion fue una submuestra de cinco
plantas. Para esto se seleccioné el primer foliolo apical de cada planta. Este
procedimiento se repitid tanto en plantas asperjadas con ClO2, asi como en
plantas no asperjadas. Se utilizd un control negativo sano (CN) proveniente de
plantas de la misma edad no infectadas con ToBRFV, y como control positivo las
plantas consideradas como FI ubicadas al inicio de cada surco. Las lecturas se
realizaron en un lector de placas Multiskang 60 (Thermo Fisher™, Madrid,
Espafia). En total se tomaron tres lecturas cada 15 min. La concentracion viral
se midi6 de acuerdo con lo siguiente: el promedio de absorbancias de los
tratamientos evaluados, tomando en consideraciéon que el control negativo

deberia tener una absorbancia cercana a cero.

Evaluacion de variables agronémicas

La medicién de variables se registr6 conforme al avance del cultivo; 30 dpi se
registré las variables de niumero de flores (NFL). Para la evaluacién del nimero
de frutos (NFR) y rendimiento se empez6 con la cosecha 50 dpi, esta actividad
se realizd 3 veces por semana durante 6 semanas. Se cosecharon los frutos por
planta, se contaron y pesaron utilizando una balanza electronica XY-C. Al finalizar
se obtuvo el NFR y rendimiento por planta, posteriormente se promedié el
rendimiento entre tratamientos (FI, 1.5, 3, 4.5...10 m). Las variables se

procesaron utilizando un analisis de bloques completos al azar con arreglo
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factorial. Posteriormente, se realizaron comparaciones de medias mediante la

prueba de Tukey, con un nivel de significancia de p>0.01.

Efecto del CIO2 en la replicacion de ToBRFV bajo invernadero

Para este experimento se utilizaron plantas de 40 dias posteriores a la siembra
(dps) del genotipo hibrido 172-300 F1 que se establecieron bajo condiciones de
invernadero. Se trasplantaron en bolsas de polietileno de 5 kg. La inoculacion se
realizo 10 dias posteriores al trasplante utilizando la misma metodologia de los
ensayos anteriores descrita por Vasquez-Gutierrez et al. (2024). Se establecio
un disefio con arreglo factorial aleatorizado: como factor uno: plantas con
aspersion del ClOz; y factor dos: sin aspersion. Los tratamientos evaluados
fueron: T1 (1x103), T2 (1x103°), T3 (1x104), T4 (1x1045) y T5 (1x10°) por cada
factor. Se utilizé un control negativo sano (CN) que fueron plantas solo inoculadas
como solucion tampon de fosfatos (STF) y un control positivo (CP), plantas
inoculadas con extracto de sabia infectiva a una proporcion de 1:10 (p/v) en STF.
Fueron cinco blogues (maceta con tres plantas) por tratamiento, donde una
planta de tomate fue repeticion.

El experimento comenzd con la preparacion de las cinco diluciones en serie
(1x102 a 1x10°®) a partir de un inéculo preparado a una proporcion de 1:10 (p/v).
Posteriormente se dispersaron sobre las hojas 100 ul de in6culo ToBRFV sobre
los dos primeros foliolos de cada planta. Este procedimiento se repitid en cada
tratamiento (dilucién), asi mismo para los factores evaluados con y sin aspersion
de CIlOz2. Se preparé ClO2 (Oxi-plant, Mexico) a una concentracién de 760 ppm 'y
dosis de 0.95 g L en agua destilada. Un dia posterior a la inoculacién (dpi) se
asperj6 por aspersion en las hojas de tomate del factor 1 (de los cinco
tratamientos evaluados), cubriendo el area total de las plantas a un volumen de
20 mL Este procedimiento se repiti6 con todos los tratamientos (diluciones),
excepto en el CN y CP. Para el caso del segundo factor no se realizé la aspersion
de CIOa..

Evaluacion de variables agronémicas
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La medicion de variables se registré6 conforme al avance del cultivo; 35 dpi se
registro las variables de niumero de flores (NFL), 70 dpi se registr6 numero de
frutos (NFR) y rendimiento total (RT) para ambos factores (1y 2).

Las variables se procesaron utilizando un analisis de bloques completos al azar.
Posteriormente, se realizaron comparaciones de medias mediante la prueba de

Tukey, con un nivel de significancia de p=0.01.

Evaluacion de la concentracion viral medida en DAS-ELISA

La evaluacion de concentracion viral medida por absorbancia se realiz6 por DAS-
ELISA (Agdia, Elkhart, Estados Unidos) a 405 nm 50 dias posteriores a la
inoculacién (dpi). Las muestras procesadas correspondieron a una planta (tres
foliolos) por repeticion, los tratamientos fueron T1 (1x103), T2 (1x10-35), T3 (1x10
4), T4 (1x10*%) y T5 (1x10°) para cada factor 1 y 2. Se utilizé un control negativo
sano (CN) y un control positivo con virus preparado a 1: 10 (p/v). Las muestras
se colectaron del primer brote vegetativo. El ensayo comenz6 a partir de la
sensibilizacion de la placa lo cual se agreg6 el anticuerpo de captura (ACC
00960) (Agdia, Elkhart, Estados Unidos) a una concentracion de 1:200 uL en
Carbonate Coating Buffer (CCB) 1X y se incubé (12 h a 62 °C) en refrigeracion.
Posteriormente, se macero tejido sintomético a una concentracion de 1:10 (p/v)
en bolsas de extraccion (12x15 mm) (BioCiencia, Nuevo Lebn, México) con
General Extract Buffer (GEB) 1X (pH 7.5), se lavo la placa por tres veces con
PBST Buffer (1X) y se agreg6 100 yL de las muestras extraidas, el Control+ y
Control-. Se incubd la placa por 2 h a temperatura ambiente (22+2 °C). Por ultimo,
se agreg6 el conjugado enzimatico (ECA ACC 00960) (Agdia, Elkhart, Estados
Unidos) a una concentracion de 1:200 pL en ECI Buffer 1X (pH 7.5), se lavé ocho
veces la placay se incub6 por 2 h a temperatura ambiente. Por altimo, se prepar6
el sustrato PNP en Buffer 1x (pH 9.8) a una concentraciéon de 1mg mL y se vacio
100 pL en cada pocillo de la placa. Se incubo por 30 miny se procedio a la lectura,
se midid la densidad o6ptica (O.D.) a 405 nm utilizando un lector de placas
Multiskang 60 (Thermo Fisher™, Madrid, Espafia). En total se tomaron tres

lecturas cada 15 min. La concentracién viral se midié de acuerdo con lo siguiente:
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el promedio de absorbancias de los tratamientos evaluados, tomando en
consideracion que el control negativo deberia tener una absorbancia cercana a
cero.

Las variables fueron evaluadas en un disefio con arreglo factorial, utilizando un
ANOVA. Posteriormente, se realizaron comparaciones de medias mediante la

prueba de Tukey, con un nivel de significancia de p=0.05.

Ajuste de un modelo para la estimacion de pérdidas en rendimiento en plantas
de tomate cultivadas en invernadero y cielo abierto (50 dpi)

Se analizaron ocho modelos epidemioldgicos: Modelo de Berger, Modelo
exponencial invertido, Modelo exponencial, Modelo monomolecular, Modelo de
Gompertz, Modelo Log-logistico, Modelo de Richards y Modelo de Weibull
(Minogue, 1983; Berger y Luke, 1979; Berger, 1985; Madden y Campbell, 1990).
Se seleccion6 el mejor modelo de acuerdo con la pendiente de la recta (r),
coeficiente de determinacion (R?), y la variacion de los datos modelados. El
modelo ajustado permitird estimar las pérdidas producidas por ToBRFV en
plantas de tomate bajo condiciones de campo abierto utilizando la concentracién
viral en las plantas medidas por DO ELISA a 405 nm a los 55 dias de edad del

cultivo.

Expresion de lesiones locales en hojas de Nicotiana longiflora

Para la cuantificacion de lesiones locales expresadas en Nicotiana longiflora ante
el efecto de ToBRFV. Se realizd un experimento bajo condiciones de
invernadero. El ensayo comenz6 cuando las semillas de N. longiflora fueron
sembradas en charolas que contenian 50 cavidades, utilizando una mezcla de
Peatmoss y vermiculita (1:1). Posteriormente, a los 30 dpe, se trasplantaron a
macetas de 1.5 L. Con el propdésito de fomentar la elongacion de las hojas, se
fertilizé con una solucion Steiner diluida al 25%.

La colecta de muestras correspondiente a plantas de tomate del experimento de
diluciones en invernadero comenzd a los 50 dpi, se tomaron 3 foliolos por

repeticion (5 repeticiones) los cuales se separaron en bolsas de papel Kraft,
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posteriormente se pesaron 0.4 g por repeticion de la dilucion viral (Tratamiento)
evaluada. Se homogeneizaron las muestras de cada repeticion para completar 2
g de tejido. Se realizé la extraccion de cada tratamiento, de un gramo de tejido,
el cual fue triturado en una solucion de fosfatos (SAF) (1: 10 p/v, 0.01 M, pH 8).
Se evalud un experimento con arreglo factorial donde factor 1, fueron las
diluciones tratadas con dioxido de cloro (ClOz2) en plantas de tomate, y factor 2,
sin la aplicacion de ClO2. Los tratamientos fueron los mismos que en el
experimento anterior: T1 (1x10%), T2 (1x103°), T3 (1x10%), T4 (1x104% y T5
(1x10®). Se tomaron 100 pL de la savia preparada para cada tratamiento y se
inocularon medias hojas de N. longiflora correspondientes a cada tratamiento. Se
realizaron 20 repeticiones por tratamiento, siendo la unidad experimental una
media hoja. Posteriormente, se dispersé de forma uniforme mediante el uso de
un asa bacteriologica hasta cubrir el area seleccionada.

El registro de las lesiones locales necroticas (LLN) se llevo a cabo a los 10 dpi.
Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza, y las medias

fueron comparadas utilizando la prueba de multiples rangos de Tukey (p>0.05).

Estimacion de lesiones a partir de concentracion viral

Para encontrar el modelo con mejor ajuste se probaron seis modelos
epidemiologicos: Modelo exponencial, Modelo monomolecular, modelo logistico,
Modelo de Gompertz, Modelo Log-logistico, Modelo de Richards y Modelo de
Weibull. Se seleccioné solamente un modelo para la estimacién de lesiones
locales a partir de la concentracién viral en la planta. De acuerdo con la pendiente
de la recta (r), coeficiente de determinacién (R?), y la variacion de los datos
modelados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcidn e identificacion de aislados del TOBRFV

Los foliolos y frutos inspeccionados en plantas de tomate de invernaderos
comerciales de General Cepeda, México. Presentaron sintomas especificos de
acuerdo con lo mencionado por Luria et al. (2017): en hojas se expresaron
sintomas de mosaicos severos, amarillamientos intervenales, ampulaciones,
deformaciones, mientras que en frutos: maduracion irregular, leves moteados, y
rugosidad color marrén (Figura 1 Ay B). La variacion de los sintomas expresados

en frutos mostré una diferencia entre los tres aislados colectados en invernadero.

Figura 1. Sintomas en hojas y frutos por la infeccion de ToBRFV en plantas de
tomate. A) mosaicos severos y deformacion de hojas, frutos con rugosidad color

marron; B) frutos con maduracion incompleta.
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A continuacion, en la figura 2, 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.

b)

+ TB1 TQ2 FQ3

Linea control -
Linea muestra

(positivo)

Figura 2. Métodos de diagndstico de la infeccion por ToBRFV en plantas de
tomate. a) prueba por InmunoStrip (Agdia) y b) RT-PRC, 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.

Adicionalmente, se realiz6 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 por el TOoBRFV, tal como se indica en la Tabla 1.
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Tabla 3. Evaluacion externa de la infeccion y confirmacion del ToBRFV en las

muestras.
Muestras analizadas Métodos de deteccion

Virus

TB1 TQ2 FQ3 ELISA RT-PCR
Tomato brown rugose " " "
fruit virus (TOBRFV) Positivo Positivo Positivo NR R
Pepino mosaic virus . : .
(PepMV) Negativo Negativo Negativo NR R
Tobacco mosaic virus . . :
(TMV) Negativo Negativo  Negativo R NR
Tomato spotted wilt : . :
virus (TSWV) Negativo  Negativo  Negativo R NR
Cucumber mosaic virus Negativo  Negativo  Negativo R NR

(CMV)

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

Se sospecha que las semillas de tomate y pimiento son los principales
responsables de la propagaciéon a nivel mundial de la enfermedad causada por
ToBRFV (Salem et al., 2022). Es posible que esto se deba a que las semillas
provenientes de casas comerciales extranjeras no solo son susceptibles al
patdgeno (Jewehan et al., 2022b), sino que también sirven como reservorio de
particulas virales y actian como una fuente de in6culo 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 eleccion de una variedad de tomate que tolere la infeccion al ToBRFV,
podria ser empleada para la produccion de tomate en las regiones de Coahuila.
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Las estrategias para la identificacion de ToBRFV que requieran un tiempo
reducido y de mayor especificidad, contribuyen a prevenir los niveles elevados
de infeccion 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 utilizacion de InmunoStrip
tanto para el monitoreo en campo como para un diagnéstico rapido, seguido de
su confirmacién mediante la técnica RT-PCR, como se detalla en la Figura 1. La
utilizacion de la prueba inmunoStrip no solo previene, sino que también acelera
la deteccion en las fases tempranas del cultivo, o que ofrece beneficios
significativos a los productores. Esta situacion se debe a que prefieren afrontar
el costo de una prueba rapida para deteccidn del virus, cuyo costo unitario es de
$191, en comparacion con el diagnostico 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 indculo que puede propagar la
enfermedad en toda la zona de produccién. La implementacion 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).

1. Concentracion del Didxido de cloro para controlar TOBRFV
Como primer ensayo se evaluar siete concentraciones del diéxido de cloro (CIO2)
para manejar TOBRFV en plantas de Nicotiana longiflora, que se mantuvieron a
condiciones de invernadero considerando un rango de temperaturas de 26 a
40°C. Estos resultados demuestran que 500 ppm no produjo fitotoxicidad en
hojas de N. longiflora, pero expresé un mayor numero de lesiones locales
necréticas por mililitro (LLN mL-1), lo cual significa que no controlé totalmente a
ToBRFV. Mientras que 3040 ppm y 6080 ppm redujeron totalmente la aparicién
de LLN, sin embargo, expresaron (26.55 %), seguido de (44.31 %) de fitotoxicidad
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en plantas de N. longiflora (Figura 3G y H). En comparacion de 760 ppm que no
produjo fitotoxicidad y expresé una menor cantidad de LLN mL* (15.30) lo cual
demuestra su efectividad (Figura 3C). El ClOz a una concentracion de 760 ppm
resulto ser efectivo para controlar TOBRFV hasta en 95.98% (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos evaluados para determinar la concentracion ClO:2 efectiva

para reducir lesiones locales necréticas por ToBRFV en hojas de Nicotiana

longiflora.
Tratamientos Tratamientos  Fitotoxicidad LLN/ 100 plt
100 ppm ClO2+ToBRFV 0 0.00+0.00a 29.28+0.42d
250 ppm ClO2+ ToBRFV 1 0.00£0.00a 19.61+3.10c
500 ppm ClO2+ ToBRFV 2 0.00£0.00a 9.76+0.34b
760 ppm ClO2+ ToBRFV 3 0.00£0.00a 1.53+0.07a
1520 ppm ClO2+ ToBRFV 4 17.44+0.82b 0.74+0.09a
3040 ppm ClO2+ ToBRFV 5 26.55+1.41c 0.36+0.07a
6080 ppm ClO2+ ToBRFV 6 44.31+0.85d 0.00+0.00a
H20 destilada (1x10°) 7 0.00£0.00a 0.00+0.00a
ToBRFV (1x10%) 8 0.00+0.00a 38.13+4.81e
6080 ppm CIO2 9 43.68+1.33d 0.00+0.00a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01) LLN: lesiones locales

necroéticas. LLN: lesiones locales necroticas.
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Figura 3. Efectividad del diéxido de cloro contra ToBRFV. A) Control positivo
(1x10%); B) 100 ppm ClO2+ToBRFV; C) 500 ppm ClO2+ ToBRFV; D) 760 ppm
ClO2+ ToBRFV; E) 1520 ppm CIO2+ ToBRFV; F) 3040 ppm ClO2+ ToBRFV; G)
6080 ppm ClO2+ ToBRFV; H) 6080 ppm CIOz.

La preocupacion de investigar compuestos antivirales que inhiban parcial o total
la replicacion del ToOBRFV es fundamental en el manejo del virus. Sin embargo,
son pocos los estudiado enfocados en el control del virus a partir de compuestos
antivirales, en mayoria reportan el uso de desinfectantes y compuestos quimicos
que se evallan in vitro y su posterior aplicacién a la planta, pero nunca bajo
condiciones de invernadero. Ling et al. (2022) en un estudio evaluaron 11
desinfectantes y un activador vegetal antiviral, donde todos los desinfectantes se
mezclaron con el TOBRFV y se inocularon posteriormente sobre la planta, donde
Virocid al 0.5% y 2% produjo fitotoxicidad en plantulas de tomate. Chanda et al.
(2021) evaluaron 16 desinfectantes quimicos para determinar la efectividad
contra la transmision mecéanica de ToBRFV, Virkon al 2% resultdé ser mayor
efectivo, asi como Lactoferramina como producto biolégico vegetal. En un
reciente estudio Mani et al. (2024) probaron formulaciones antivirales basados en
emulsiones pickering recubierta con aceite de canela y cilicio para su posterior
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tratamiento al suelo y recubrimiento de raices. Sus resultados demostraron que
el fosfato trisddico clorado TSP-CI mostré % porcentajes bajos de infeccion por
ToBRFV mediada por el suelo. Nourinejhad-Zarghani et al. (2023) utilizaron
Menno Florades al 4% para establecer modelos de evaluacion para cuantificacion
de ToBRFV y determinar la eficacia desinfectante contra el virus.

También Lobbi et al. (2022) evaluaron compuestos de autooxidacion del extracto
metanolico de hojas de Combretum micranthum como antiviral para ToBRFV,
pudieron observar que el extracto degradd las particulas virales mediante el
desmontaje de la cubierta proteica del virus. Por otro (Lobbi et al 2023)
caracterizaron por UHPLC-Q-trap compuestos organosulfurados de extractos de
ajo, sus resultados demostraron que los extractos poseen una accion antiviral

contra ToBRFV al ser inoculados en plantas de pruebas.

2. Efecto de la aplicacion del ClOz en la transmision y concentracion de ToBRFV,
en plantas de tomate cultivadas a cielo abierto

Se observo un gradiente de reduccion de la concentracion viral en la savia de las
plantas conforme se incrementd la distancia de la Fl. La reduccién en la Densidad
Optica (DO) en relacién con la distancia de la Fl fue tres veces mas pronunciada
en las plantas asperjados con ClO2. Campbell y Madden mencionan que cuando
una epidemia, tiene una cantidad de enfermedad inicial (Yo) cercana a 1.0, la
inclinacion disminuye a “0”, comunmente llamado como la: tasa de infeccion
aparente (Varderplank, 1963) o la tasa logaritmica del incremento de la
enfermedad ejemplificado por la letra (r), en algunos modelos de enfermedades
policiclicas sucede que cuando la inclinacion de (r) disminuye, este se va
acercando a “0”, mientras que (Yo) aumenta y se acerca a “1”.

Esto concuerda con nuestros resultados: en las plantas asperjadas con CIlOz,
mostraron un mayor progreso de la enfermedad a reducir con una pendiente (r)
de -0.05, y una cantidad de enfermedad inicial (Yo) de 2.16. Esto se debio a las
aspersiones del ClOz en plantas de tomate, lo que redujo la transmision de
ToBRFV durante el manejo del cultivo, y a su vez una reduccion en la cantidad

de inéculo (concentracion viral) transmitido de planta a planta conforme a la
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distancia de los surcos. En cambio, las plantas de tomate que no se asperjaron
con CIO2 mostraron una menor pendiente (r), es decir una menor reduccion del
progreso de la enfermedad de -0.02, con una cantidad de enfermedad (Yo)
transmitida de planta a planta de 3.41, lo que produjo que la inclinacion de la linea
disminuy6 casi a “0”. Esto sucedid, debido a que las plantas no asperjadas con
ClOz el inhibidor de la transmision mecéanica, como consecuencia la cantidad de
inoculo transmitido de planta a planta fue mayor y se mantuvo, ocasionando una
pendiente casi recta. Por ultimo, estos resultados demuestran que las plantas
tratadas con CIO2 a 760 ppm, reducen significativamente la transmision de
ToBRFV medida por DO, a los 50 dpi. Por otro lado, la aspersiéon de CIO2z redujo
la replicacion del ToBRFV basado en concentracion viral, hasta en un 48% de
1.5 m de la fuente de inéculo hasta los 15 m.
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Figura 4. Gradiente de infeccion por la aplicacion del CIO2 en la transmision y
concentracion de ToBRFV, en plantas de tomate cultivadas a cielo abierto. +CIO2:
modelo de plantas asperjadas con diéxido de cloro; -ClO2: modelo de plantas no

tratadas con di6xido de cloro.
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El dioxido de cloro (ClO2) es un potente desinfectante con actividad
antimicrobiana capaz de inhibir la replicacion de virus de plantas, animales y
humanos (Kim et al. 2016). Su elevado poder antioxidante, sugiere un papel
central con actividad antibiética, capaz de oxidar los aminoacidos aromaticos, lo
que provoca la desnaturalizacion de las proteinas y las pérdidas de la funcion
(Ogata, 2007). Se menciona que altera la estructura de lipidos, en particular
modifica la envoltura viral dafiando las proteinas y ocasionando efectos adversos
sobre los acidos nucleicos, también se dice que la dioxidacion no solo genera
especies reactivas de oxigeno, sino que también, modifica las proteinas
implicadas en el proceso de sefializacion Nrf2 con su alto poder oxidante (Jin et
al., 2013). Por ejemplo, en Influenza virus, desnaturaliza el aminoacido que es
importante para que el virus se una al receptor, N-formilcinurenina, un
aminodcido critico para que el virus se una a los receptores de su hospedero
haciéndolo ineficaz, modificando los acidos nucleicos del ARN o ADN. (Jin et al.,
2013). En un ensayo realizado por Kim et al. (2016) determinaron que el CIOz a
800 ppm, inhibi6 la nucleacion del AcNPV, mientras que la tasa de
nucleopoliedrosis del AcNPV disminuyé a una concentracion de 80 ppm.
Mientras que la inhibicién en Tobacco mosaic virus (TMV) fue mayor a 400 ppm
a las 48 horas posteriores a la inoculacion (hpi) con una reduccién en la densidad
viral de 84.9%, en cambio el tratamiento de CIO2 a 200 ppm produjo una
reduccion en la densidad viral del 54.1 % medido por absorbancia en ELISA. Asi
mismo el efecto de control se confirmé en Nicotiana tabacum cv. Xanthi-NC,
donde las lesiones locales por TMV se redujeron significativamente con el
aumento de la concentracion del ClO2. Pero la eficacia del tratamiento con
dioxido de cloro no fue significativa cuando TMV se inocul6 en hojas de tabaco

antes del tiempo de reaccion del virus con el didxido de cloro.

Los frutos cosechados de plantas tratadas con dioxido de cloro, cultivadas en
campo abierto mostraron una disminucion severa respecto a los sintomas

producidos (Figura 5, CO a C10) en comparacién con los frutos cosechados de
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plantas no tratadas (Figura 5, 0 a 10). También se aprecio una reduccion en el

tamafo de frutos proveniente de plantas asperjadas con ClOz.
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Figura 5. Diferentes sintomas expresados en frutos cosechados de tomates
inoculados con diluciones de ToBRFV con y sin aspersion del diéxido de cloro
bajo condiciones campo abierto. Plantas no tratadas con ClO2, se representan de
la siguiente manera, 0: fuente de in6culo (F.I.); 1: 1.5 mde F.I; 2: 3 m de F.I...
10: 15 m de F.l. Plantas asperjadas con ClO2: CO: Fuente de in6culo (F.I.); 1: 1.5
m de F.I; 2: 3de F.I...10. 15 m de F.I.

3. Efecto de la aplicacion del Diéxido de cloro en la concentracion del ToBRFV
en plantas de tomate inoculadas en invernadero

Estos resultados demuestran una relacion de la cantidad de indculo (gramos de
tejido infectado por mL) entre una concentracion viral medida por Densidad Optica
(DO) a 405 nm (Tabla 5). En plantas inoculadas con 1x10-3sin tratamiento (ClOz2)
se observé (2.54, DO), a comparaciéon de las plantas tratadas con CIlO2
expresaron (0.63), mientras que el CN (0.06, DO). En las plantas inoculadas con
1x10° y tratadas con ClO2 expresaron (0.25, DO), mientras que las plantas no
tratadas (1.82 DO). La DO del control positivo infectado con sabia preparada a
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1x10?! superé en un 50% a comparacion de plantas infectadas con una dilucién
de 1x103. En tratamientos evaluados sin ClO2 no expresaron diferencia
estadistica, pero si, entre valores de DO (Figura 6).

Tabla 5. Descripcion general de la carga estimada de ToBRFV mediante D.O.
405nm y gELISA.

Concentracion viral

Aspersién Tratamientos D.O 405nm ELISA!
CN 1x10° 0.06+0.008b
1x1073 0.63+0.012g
Con CIO, 1x103° 0.53+0.014f
1x10* 0.46+0.007e
1x104® 0.32+0.008d
1x10® 0.25 +0.004c
1x1073 2.54+0.07jk
1x103° 2.53+0.009jk
Sin CIO; 1x10* 2.48+0.020j
1x1045 2.41+0.026i
1x10°® 1.82+0.049h
CP 1x10* 2.57+0.020k

1D.O: Densidad optica por 405nm; CN: control negativo; CP: control positivo. ClIO2: Diéxido de
cloro. Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.01)
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Figura 6. Efecto de la aplicacién del diéxido de cloro en la concentracion del
ToBRFV en plantas de tomate cultivadas en invernadero. Control infectado:
plantas inoculadas con 1x10%; plantas inoculadas con diferentes diluciones de
ToBRFV (1x102 a 1x107°); Control sano: plantas inoculadas con solucion
amortiguadora de fosfatos (SAF). Medios con la misma letra no son

significativamente diferentes (P>0.01).

La cuantificacion de carga viral utilizando técnicas sofisticadas apoyan en la
evaluacion de métodos de tratamiento para el control de virus patogénicos en
cultivos. En algunos estudios utilizaron inoculo para propagar ToOBRFV en plantas
experimentales, pero en mayoria de ellos se desconocia la concentracion viral (Li
etal.,2015; Ling, 2021). Mientras que en otros estudios se ha utilizado la densidad
Optica en ELISA como herramienta para la cuantificacion del virus (Ling et al.,
2022). En muchos trabajos publicados se desconoce la cantidad exacta de la
carga viral, lo que podria repercutir en el tipo de anticuerpo utilizado, y esto, a su
vez, puede producir variaciones en las concentraciones virales en diferentes
especies y sus hospedantes (Mink, 1981). En un estudio realizado por
Nourinejhad-Zarghani et al. (2022) demuestran que la concentracion viral en los
indculos obtenidos de N. benthamiana y N. clevelandii, varian de acuerdo con el

hospedante, lo que sugieren que antes de la cuantificacion de la eficacia del
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producto quimico evaluado, es necesario determinar la carga viral inicial antes de
los tratamientos, y después la determinacion de la carga restante.

La cuantificaciébn de carga viral utilizando técnicas sofisticadas apoyan en la
evaluacion de métodos de tratamiento para el control de virus patogénicos en
cultivos. En algunos estudios utilizaron inoculo para propagar TOBRFV en plantas
experimentales, pero en mayoria de ellos se desconocia la concentracion viral (Li
et al.,2015; Ling, 2021). Mientras que en otros estudios se ha utilizado la densidad
optica en ELISA como herramienta para la cuantificacion del virus (Ling et al.,
2022). En muchos trabajos publicados se desconoce la cantidad exacta de la
carga viral, lo que podria repercutir en el tipo de anticuerpo utilizado, y esto, a su
vez, puede producir variaciones en las concentraciones virales en diferentes
especies y sus hospedantes (Mink, 1981). En un estudio realizado por
Nourinejhad-Zarghani et al. (2022) demuestran que la concentracion viral en los
in6culos obtenidos de N. benthamiana y N. clevelandii, varian de acuerdo con el
hospedante, lo que sugieren que antes de la cuantificacion de la eficacia del
producto quimico evaluado, es necesario determinar la carga viral inicial antes de
los tratamientos, y después la determinacién de la carga restante.

La aplicacion del ClO2 en plantas inoculadas con diferentes diluciones de
ToBRFV redujo significativamente los sintomas en fruto, asi como aumento el
tamano. Se puede observar que en plantas inoculadas con la dilucién 1x10-2
espresd sintomas severos de moteados y maduracion irregular, en frutos
inoculados con 1x103° a 1x104° presentaron moteados leves y maduracion
irregular, mientras que en frutos cosechados de plantas inoculadas con 1x10°
expresaron minimos de sintomas de decoloracion. El control positivo, infectado
con una concentracion viral de 1x10% expres6 sintomas severos en frutos de
moteados, maduracion irregular y en mayores caso rugosidades color marron.,

afectando en gran parte la calidad de los frutos.
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Figura 7. Diferentes sintomas expresados en frutos cosechados de tomate

inoculados con diluciones de ToBRFV, con y sin aspersion del diéxido de cloro
bajo condiciones de invernadero. Plantas no tratadas con ClOz, se representan
de la siguiente manera, 0: fuente de inoculo (F.I.); 1: 1.5 mdeF.l;2:3mdeF.l...
10: 15 m de F.I. Plantas asperjadas con ClOz2: CO: Fuente de indculo (F.I.); 1: 1.5
mde F.I;2: 3de F.I...10. 15 m de F.I.

3.1. Efecto del ToBRFV en los pardmetros agronémicos de plantas de tomate
cultivado en invernadero

Nuestros resultados demuestran que el CIO2 mejoro las variables agrondémicas
correspondientes al numero de flores (NFL), numero de frutos (NFR) y
Rendimiento. El ClO2 redujo levemente el NFL (6.39%) cuando se inoculo una
concentracion viral de 1x10°, en cambio cuando no se traté con CIO2 se redujo
en (10.08%). Mientras que, con la dilucién de 1x103, la aplicaciéon del ClO2 solo
mejord en un 0.52% el NFL, no expresando diferencia estadistica. El tratamiento
del ClO2 aumenté el NFR en 37.69% con la dilucién de 1x10-° a comparacion de
las plantas que recibieron tratamiento, de acuerdo con el CN (plantas sanas). En
cambio, con la concentracion viral de 1x103, la aplicacion del ClO2 sélo mejord
en 10.1% a comparacion de las plantas no tratadas con la misma concentracion
viral. Mientras que el ClO2 aumento el NFR en 46.01% a comparacion del CP

(1x10%). En el rendimiento, la aplicacién del ClO2 produjo pérdidas de 2.49%
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utilizando una concentracién de viral de 1x10-°, mientras que no aplicar, expresé
45.88% de pérdidas en rendimiento. A una concentracion viral de 1x10° las
perdidas expresaron un 54.14%, mientras que el tratamiento del ClIO2 mejoro las
perdidas en 7.08%. El didxido de cloro no s6lo mejoro el rendimiento sino también
el nimero y el tamafio, lo cual repercutié en el rendimiento, a comparacion de

plantas no tratadas con CIOz2.
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Figura 8. Efecto de ToBRFV en parametros agronomicos de tomate con
aspersiones de didxido de cloro, en plantas inoculadas con diferentes diluciones
virales bajo invernadero (1x10 a 1x10°®). CN: control negativo; CP: control
positivo. A) efecto de ToBRFV en el nUmero de flores; B) efecto de ToBRFV en
el nimero de frutos; C) Impacto de ToBRFV en el rendimiento (Ton Hat). Medias

con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01).

La evaluacion de diferentes concentraciones de ToBRFV y la repercusion sobre
pardmetros agrondmicos de la planta, contribuye a la toma decisiones para el

manejo del virus. En un trabajo realizado por Vasquez-Gutierrez et al. (2024)
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evaluaron diferentes diluciones del ToBRFV y el impacto en parametros
agronomicos de plantas de tomate, ellos atribuyen que quiza ToBRFV se
comporta como asintomatico a una dilucién de 1x10 pero muestra actividad viral
medida por densidad 6ptica (Concentracion viral). En este estudio me enfoqué
en conocer el impacto del TOBRFV en el rendimiento a través de inoculaciones
de ToBRFV con diferentes diluciones y la aplicacion del ClIO2 para reducir la carga

viral.

3.2. Efecto del ToBRFV en pardmetros agronomicos de plantas de tomate
cultivado a cielo abierto

Las plantas de tomate cultivadas en campo, tratadas con ClIO2 a 760 ppm,
produjeron un efecto positivo en algunos parametros evaluados. Se observo una
relacion en el numero de flores (NFL) respecto a la distancia de la fuente de
in6culo (F.I.) (Figura 9 A), a excepcion de una distancia a los 9 m de la F.I. En
cambio, las plantas que no se asperjaron diéxido de cloro no mostraron un efecto
respecto al avance del patégeno en correlacion con la transmision del ToBRFV
durante el manejo de la planta, pero si a comparacion de las plantas asperjadas
con CIOz2. El numero de frutos (NFR) cosechados mostraron una tendencia
respecto a la transmision del patdgeno en las plantas de tomate. En plantas
ubicadas al inicio de los surcos consideradas como fuente de in6culo (F.I),
tratadas con ClO2 mostraron 12.95, en cambio la F.I de plantas no tratadas
expresaron 12.2. El CIO2z produjo un efecto sustantivo a las distancias de F.I (1.5,
3y 4.5), donde NFR aumenté de (27.15, 29.8 y 31.6), en comparacion con plantas
sin tratamiento que mostraron NFR de (12.85, 15.75, 17.3). Es decir, la cantidad
de frutos aumenté con las aspersiones de ClOz2, en correlacion con el avance de
ToBRFV a partir de la F.I, respecto a la distancia.

El rendimiento extrapolado a una densidad de plantacion de 37,037 plantas por
hectarea mostré un incremento significativo en las plantas asperjados con CIlOz2.
Es decir, en plantas situadas al inicio del surco (F.lI) mostraron un rendimiento
promedio de 45.7 Ton Ha, seguido de las distancias lejanas a F.I. (1.5, 3.0, 4.5
y 15m) mostraron un rendimiento de 144.3, 147.3, 160.1 y 241.8 Ton Ha. En
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comparacion con plantas de tomate no tratadas mostraron rendimientos en la
fuente de in6culo (42.8 Ton Hal) y a las distancias de F.I (1.5, 3, 4.5y 15 m)
expresaron 52.8, 70.6, 72.6 y 160.6. Por otro lado, el control negativo, plantas no
inoculadas con ToBRFV mostraron un rendimiento de 290 Ton Ha'! Estos
resultados demuestran que el CIO2 a 760 ppm no solamente reduce la
transmision y la concentracion del ToBRFV, sino también aumenta el rendimiento

en plantas de tomate hibrido Yiksel Y172-300 F1 bajo condiciones de campo.
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Figura 9. Efecto del ToBRFV con aspersiones de dioxido de cloro en tomate
cultivado a cielo abierto. A) efecto de ToBRFV en el nimero de flores; B) efecto
de ToBRFV en el nimero de frutos; C) Impacto de ToBRFV en el rendimiento
(Ton/Ha). 0: plantas de tomate inoculadas con 1x10* y utilizadas como fuente de
in6culo; 1.5 a 15: distancia a partir de la fuente de inéculo. Medias con una letra

comun no son significativamente diferentes (p > 0.01).

Por mucho tiempo el diéxido de cloro se ha utilizado como desinfectante antiviral,
en un estudio por Kim et al. (2016) reportan que el ClO2 puede inhibir la
transmision de Tobacco mosaic virus, reduciendo significativamente los sintomas
virales, asi como el Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (ACNPV)
donde redujo totalmente su actividad viral. En otro estudio por Scarlett et al.
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(2016) reportan la efectividad del ClO2 para la desinfeccion de agua de riego en
el cultivo de especies vegetales, de hasta un 99% contra bacterias fitopatégenas.
Por otro lado, Wang et al. (2024) aplicaron CIO2 en aguas residuales que se
utilizaron para irrigar lechuga (Lactuca sativa L.) y con esto evaluar la inactivacion
de norovirus humanos (NoV Gl y Nov GIl) como resultados obtuvieron que los
norovirus no se detectaron en las hojas, pero tampoco el CIOz control6 a los virus.
En otros estudios Tian et al. (2022) revelan que el ClO2 no solo se puede utilizar
como compuestos antivirico, sino también posee un efecto positivo en la
regulacion del crecimiento de las plantas (RCP), donde la aplicacién de 10 ug
L ~*de CIOz2 logré la regeneracion del crisantemo, induciendo raices y brotes en
tres semanas, asi como pardmetros agrondmicos y bioquimicos como: yemas
axilares, biomasa, numero de raices y longitud de raices. Kim et al. (2016)
determinaron que el CIO2 podria estar asociado a la citotoxicidad y este a su vez
a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO poseen
funciones especiales como: modulacion y sefializacion celular, induccion de
respuestas mito génicas. Esto significa que a concentraciones menores, las ERO
defienden contra patégenos infecciosos. Mientras que altas concentraciones de
ERO, pueden alterar la funcion celular normal y promover un dafio irreversible
contra los lipidos, acidos nucleicos y proteinas celulares. Con esto se puede
asumir que el aumento de ERO sucede en consecuencia de la citotoxicidad lo
gue conlleva a la inactivacion del ToBRFV en el hospedante (Carvajal et al.,
2019). Kim et al. (2016) discuten que el dioxido de cloro posee actividades
anticancerigenas probablemente debido a la actividad inductora de la produccion
de ERO.

3.3. Estimacién de pérdidas en rendimiento de plantas de tomate cultivas a cielo
abierto (50 dpi)

El modelo que mostr6 mayor ajuste de acuerdo con el coeficiente de
determinacion (0.95) fue el modelo planteado Berger (1985). Donde la ecuacion

linearizada: In (%y)) mostré una tasa de infeccion aparente, o pendiente de la

linea (r) de 0.0841, con una cantidad de enfermedad inicial (Yo) de: 0.0257207.
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Varderplank, (1963) plantean que cuando r, se acera 0, es decir disminuye, Yo,
aumentay se acerca a 1. Nuestro modelo de Berger explica lo opuesto. A medida
que r se acerca a “0”, “Yo” se aleja de 1. Se puede decir que la pendiente de la
linea (r), en este caso “la concentracion viral de infeccion por ToBRFV
disminuye”, la cantidad de enfermedad inicial (Y0=0.0257207) aumenta

conforme a las pérdidas en rendimiento (PR) (eje de las X).
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Figura 10. Ajuste del modelo Berger para la estimacion de pérdidas en
rendimiento a partir de la concentracion viral con la aspersion de diéxido de cloro

(50 dpi) en campo abierto. PR: pérdidas en rendimiento.

Considerando una distancia entre planta de 0.30 m y una distancia entre surco
de 0.9 m, se extrapol6 el experimento a hectareas de tomate cultivado, con una
densidad de 37, 037 plantas por hectarea. Nuestro modelo de estimacién de la
concentracion viral, a partir del % de pérdidas producidas por el TOBRFV permite
comprender la concentracion viral respecto a ToOBRFV alos 50 dpi. Es importante
estimar las pérdidas en virus de importancia econdmica, tal es el caso de tomato
brown rugose fruit virus en tomate (Solanum lycopersicum L.). Por ello la
importancia de ajustar modelos de pérdidas en rendimiento, a partir de la
concentracion viral, para predecir el impacto del virus en el cultivo de tomate, y
asi facilitar la toma de decisiones y predecir las pérdidas econdémicas, para el

manejo del cultivo (Wu et al., 1995).
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3.5. Lesiones locales producidas por TOBRFV

Nuestros resultados demuestran una diferencia significativa entre tratamientos,
en hojas inoculadas de Nicotiana longiflora, provenientes de extractos de plantas
infectadas con diferentes diluciones de ToBRFV con y sin la aspersion de ClOx.
A lo que respecta, el factor 1: extracto de plantas tratadas con 760 ppm de CIlOz,
e inoculadas a hojas de N. longiflora, produjeron una menor cantidad de lesiones
locales necroéticas (LLN). Las hojas inoculadas con 1x10-3, 1x103°, 1x10“y 1x10
5 presentaron 6.1, 5.1, 3.9 y 1.95 LLN (Figura 10). Por el contrario, el factor 2:
extracto de plantas no tratadas con ClO2 expresaron una mayor cantidad de
lesiones locales necréticas. A 1x103, 1x103%, 1x10* y 1x10®, las hojas de N.
longiflora presentaron lesiones de 18.9, 15.2, 11.3 y 4.5. Mientras que las LLN
producidas por el extracto inoculado provenientes de plantas de tomate
consideradas fuente de in6culo (1x10%), mostraron 36.29 LLN. Esto explica dos
situaciones; la primera, a mayor cantidad de in6culo, habra mayor concentracién
viral (DO) y un mayor nimero de LLN. Segunda, las 760 ppm de diéxido de cloro
aplicadas un dia posterior a la inoculacién en plantas de tomate del ensayo en
invernadero, fueron capaz de reducir significativamente la carga viral, lo que

repercutié en la aparicion de LLN en Nicotiana longiflora.
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Figura 11. Cuantificacion de ToBRFV a partir de lesiones locales necroticas en
plantas de N. longiflora, con la aplicacién del ClO2. LLN: lesiones locales
necroticas. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.01). Control infectado (planta inoculada con 1x10! de sabia infectiva); plantas

inoculadas con diferentes diluciones en serie (1x103a 1x10°).
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3.6. Estimacion de lesiones locales necroticas ante la infeccion de ToBRFV

Es importante ajustar modelos para la estimacién y cuantificacién de lesiones
locales (LLN). El ajuste de un modelo exponencial cuya ecuacién linearizada:
In(y)=In (0.043) +[0.9149*C], permite estimar las LLN a partir de la concentracién
viral en plantas de tomate, tras la colecta de muestras 50 dpi. Donde la aparicion
de lesiones locales necréticas tuvo una pendiente de la recta de (rE= 0.91), casi
cercano a 1, y una cantidad inicial de ToBRFV (Yo= 0.0437572), lo que indica un
mayor incremento de las lesiones locales necrdticas conforme a la tasa absoluta
de cambio (r) con respecto a la concentracién viral (DO) expresado en planta de
tomate. El modelo exponencial se utiliza en mayoria para describir etapas muy
tempranas de una epidemia policiclica cuando Yo es menor a 0.05 y el
hospedante evaluado no es limitado. Por lo regular no se adapta para el
crecimiento de una epidemia, debido a que ninguna enfermedad se puede
comportar exponencialmente. Debido a lo mencionado el ajuste del modelo
exponencial facilité la comprension de la concentracion viral en la planta y las
lesiones locales necroticas expresadas en hojas de Nicotiana longiflora.

Modelo exponencial
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Figura 12. Modelo exponencial para la estimaciéon de cuantificacion de lesiones

locales ante el efecto de ToBRFV. DO: densidad oOptica; C: concentracion viral.
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La necesidad de cuantificar el progreso del dafio acumulado por epidemias que
afectan cultivos de importancia ha cobrado relevancia desde la aparicion de
enfermedades patogénicas. Los virus de plantas se han caracterizado por causar
epidemias incontrolables debido a la falta de métodos de control. Madden y
Campbell (1990) mencionaron que la forma fundamental de representar una
epidemia por enfermedades en plantas es trazar el nivel de la enfermedad en
varios momentos o distancias. A este modelamiento lo llamé “curva del progreso
de la enfermedad, donde resumen la interaccion hospedero-patdgeno y el medio
ambiente en el que se desarrolla la enfermedad. Nutter (1997) discuti6 modelos
de crecimiento poblacional lineal: monomolecular, exponencial, logistico y de
Gompertz para la dindmica temporal de virus de plantas. Madden and Hughes
(2000) desarrollaron un enfoque general de prediccion de pérdidas de
rendimiento con relacién a la infeccion de Soybean mosaic virus.

ToBRFV ha cobrado relevancia debido a la falta de compuestos antivirales
capaces de reducir la infeccion del TOBRFV en invernadero y campo abierto.
Algunos trabajos se centran en estudiar partes criticas que contribuyen a la
diseminacién del ToBRFV en invernadero y campo abierto. Ehlers et al. (2022a)
proponen el desinfectante Menno Florades cuyo ingrediente activo es el acido
de benzoico, capaz de inactivar al virus, en alfombras, zuelas de zapato,
herramientas, superficies de fierro y aluminio, para cuantificar su efectividad se
contabilizaron el nimero de lesiones locales necroticas y se compararon con los
testigos. En un estudio reciente Nissin et al. (2023) evaluaron recubrimientos
nominados con anti-biopeliculas formulados a partir de recubrimientos finos de
silano-fosfonio sobre peliculas poliméricas (polipropileno) y SiO2 que mostraron
eficacia antiviral, eliminando la aparicién de lesiones locales necréticas en hojas
de tabaco. En su gran mayoria, los trabajos realizados contabilizan el nimero de
lesiones locales y de esta forma evallan la efectividad antiviral entre tratamientos
evaluados.

Dommes et al. (2019) mencionan que, aungque el ensayo biolégico siempre ha
sido de poca importancia en la cuantificacion de virus, por la sensibilidad y la

forma de evaluacion, no es posible comparar con técnicas moleculares. El
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establecimiento de bioensayos con un numero determinado de particulas
infecciosas que sea similar a la dosis infectiva o valores mas bajos que puedan
detectarse con la concentracion mas baja, contribuye a la aplicacion valida de
esta técnica. Por ello los ensayos de lesiones locales reducen cuidadosamente
variables como: porcentaje de error en el hospedante, condiciones ambientales,
edad de la planta, nutricidn, ciclo de la luz y otros factores claves que contribuyen
a aumentar la afectividad de los tratamientos evaluados. Mantener las plantas
en oscuridad 24h antes de la inoculacion aumenta la aparicion de lesiones
locales, asi mismo los tampones de inoculacion contribuyeron a la formacion de
lesiones (Roberts, 1964). Nourinejhad Zarghani et al. (2022) sugieren que, si se
comparan las fuentes de inéculo antes del ensayo con un andlisis de varianza
para determinar la significancia entre los tipos de inoculos y descartar la
variabilidad en el nimero de lesiones locales, contribuye a un mejor resultado.
También sugieren que la aleatorizacion es importante entre hojas y plantas,
aunque todas pertenezcan a la misma edad fenoldgica, en el caso de la posicién
de la hoja (media hoja) utilizada como repeticion no puede afectar el numero de
lesiones inducidas por TOBRFV en N. tabacum, y N.glutinosa, pero si, diferencias
entre hospedantes. En la actualidad soélos e ha reportado un modelo de
estimacion de lesiones locales que cuantifican las lesiones locales: curva de

crecimiento y modelo Kleczkowski.



=

CONCLUSIONES

El dioxido de cloro menor a 760 ppm no produjo fitotoxicidad.

El ClOz redujo 2.5 veces la transmision de ToBRFV a partir de la fuente
de in6culo

El ClO2 redujo la replicacion de ToBRFV en 48 % (campo abierto) y 81

% (invernadero).

. El ClIO2 redujo las pérdidas en rendimiento en 48 % (campo abierto y

85 % (invernadero).
El modelo de Berger permite estimar las pérdidas ocasionadas a los

55 dias del cultivo (infeccion).
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