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Resumen:

Introducción. El virus de la fruta rugosa marrón del tomate (ToBRFV) se reportó por primera vez en Israel y Jordania en
2014, causa daños en cultivos de jitomate en agricultura protegida. Objetivo. Recopilar información de la distribución conocida,
situación actual y métodos de detección del ToBRFV. Desarrollo. Entre 2018 y 2019 se confirmó la presencia del virus en
México, Estados Unidos, China, Alemania, Turquía, Reino Unido e Italia. Para la detección del virus se ha empleado microscopía
electrónica y pruebas serológicas, pero estas no pueden diferenciar el ToBRFV de otros tobamovirus, la técnica de diagnóstico más
eficaz para la detección son oligonucleótidos específicos desarrollados a partir de los aislados de Israel y Jordania. Los protocolos
de higiene son el paso más importante en la prevención de las infecciones. Conclusión. Los esfuerzos para controlar el ToBRFV
se centran actualmente en el uso de estrictas prácticas de sanidad y detección en semilla y planta, mediante técnicas moleculares de
reacción en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) con oligonucleótidos específicos, para evitar falsos positivos.
Palabras clave: tobamovirus, PCR, Solanum lycopersicum .

Abstract:

Introduction. e tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) was first reported in Israel and Jordan in 2014, causing damage
to tomato crops in protected agriculture. Objective. To collect information on the known distribution, current situation, and
detection methods of ToBRFV. Development. Between 2018 and 2019, the presence of the virus was confirmed in Mexico,
the United States, China, Germany, Turkey, the United Kingdom, and Italy. Electron microscopy and serological tests have
been used to detect the virus, but these cannot differentiate ToBRFV among other tobamoviruses. e most effective diagnostic
technique for detection is specific oligonucleotides developed from the isolates from Israel and Jordan. Hygiene protocols are the
most important step in preventing infections. Conclusion. Efforts to control ToBRFV are currently focused on the use of strict
sanitation and detection practices in seed and plant, using molecular reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
techniques with specific oligonucleotides, which avoid false positives.
Keywords: tobamoviruses, PCR, Solanum lycopersicum .

Notas de autor

hernandez.jesus@ugto.mx

https://doi.org/10.15517/am.v31i3.40655
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43764233030
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43764233030


Agronomía Mesoamericana, 2020, vol. 31, núm. 3, Septiembre-Diciembre, ISSN: 2215-3608

PDF generado a partir de XML-JATS4R por Redalyc
Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto 836

Introducción

En el cultivo de tomate, las enfermedades virales son notoriamente difíciles de controlar, dado la aparición
continua de nuevas cepas de virus existentes o virus nuevos. Los virus tienen un gran potencial para
evolucionar y adaptarse rápidamente bajo presión de selección natural, debido a su gran tamaño de población
y cuasiespecies que facilitan la variación genética y tiempos de generación cortos, generando falta de
mecanismos de lectura de pruebas para los genomas (virus de ARN) (Hanssen et al., 2010).

Tobamovirus es el género más grande de la familia Virgaviridae, consta de 37 especies asignadas y seis
subtipos del virus de mosaico de tabaco (TMV) como la especie tipo (Adams et al., 2009). Son virus vegetales
rígidos en forma de bastón que se transmiten fácilmente a las plantas sanas por inoculación mecánica, semilla
contaminada y contacto entre plantas, son excepcionalmente estables, sobreviven años en restos de plantas en
el suelo y durante semanas o meses en estructuras de invernadero, macetas y herramientas hortícolas. Persisten
en ropa y, lo más importante, en manos de los trabajadores. No se conoce un insecto vector para estos virus
(Christie y Edwardson, 1994).

En Israel en el año 2014 y en Jordania en el año 2015, se reportó un nuevo tobamovirus denominado virus
rugoso del tomate (ToBRFV), el cual ocasiona una reducción en la cantidad de flores, frutos, necrosis en el
pedúnculo del fruto y mosaicos en hojas (Figura 1). En frutos de plantas enfermas se observan áreas de color
amarillo o marrón y rugosidad en su superficie (Salem et al., 2016).
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FIGURA 1
Virus de la fruta rugosa marrón del tomate (ToBRFV): a, b, c) patrón de mosaico sintomático

en hojas de plantas de tomate; d) pedúnculos y cálices secos; e) síntomas necróticos en
pedículo, cálices y pecíolos; f) frutos con manchas amarillas (Adaptado de Luria et al., 2017).

Figure 1. Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV): a, b, c) symptomatic mosaic pattern in tomato plant leaves; d) peduncles
and dry chalices; e) necrotic symptoms in pedicles, calyces, and petioles; f) fruits with yellow spots (Adapted from Luria et al., 2017).

Posterior a la detección del virus de la fruta rugosa marrón del tomate (ToBRFV) en Israel y Jordania,
la presencia de este virus se reportó en julio de 2018 en Westphalia, Alemania (Menzel et al., 2019), y Baja
California, México (Camacho-Beltrán et al., 2019), en septiembre de 2018 en California, Estados Unidos
(Ling et al., 2019) y en Michoacán, México (Cambrón et al., 2018); y en octubre de 2018 en Sicilia, Italia
(Panno et al., 2019). Para el año de 2019 se reportó en Antalya, Turquía (Fidan et al., 2019); Shandong,
China (Yan et al., 2019) y en sur de Inglaterra (Skelton et al., 2019).

En México, no se cuenta con evidencia técnico-científica que refiera pérdidas económicas y umbrales de
infección del virus de la fruta rugosa marrón del tomate (ToBRFV) en los cultivos hospedantes, los cuales
pertenecen a la familia Solanaceae, por lo que puede repercutir en la producción de estas especies vegetales a
nivel nacional e internacional. El desconocimiento de esta nueva amenaza, así como la especulación en torno
a este problema, tendrán un impacto en los costos de producción de los cultivos susceptibles a ser infectados
por el virus (García y Bocanegra, 2018).

El objetivo de esta revisión bibliográfica fue recopilar información de la distribución conocida, situación
actual y métodos de detección del virus de la fruta rugosa marrón del tomate (ToBRFV).
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Clasificación de los Tobamovirus

La familia taxonómica Virgaviridae fue recientemente descrita, y agrupa virus cuya partícula viral posee
forma de bastón (Latín Virga). Incluye los géneros Furovirus (cinco especies), Hordeivirus (cuatro especies),
Pecluvirus (dos especies), Pomovirus (cuatro especies), Tobamovirus (veinticinco especies) y Tobravirus (tres
especies). Las características del grupo son, entre otras, proteínas de replicación de tipo alfa, genoma de ARN
de sentido positivo con un motivo de ARN de transferencia asociado a su extremo 3’ terminal, forma de
bastón de sus viriones y un canal central de 20 a 25 nm de diámetro. Además, las proteínas de cápside poseen
tamaños que oscilan entre 19 a 24 kDa (Adams et al., 2009). En la Figura 2 se pueden visualizar las diferencias
en los genomas de los virus pertenecientes a la familia Virgaviridae.

FIGURA 2
Diagrama representativo de los seis géneros de la familia Virgaviridae. Metiltransferasa (M),

Helicasa (H) y ARN polimerasa dependiente de ARN (R). Las proteínas de triple bloque genético
(TGB) están sombreadas, y las proteínas de la cubierta están en negro (Adams et al., 2009).

Figure 2. Representative diagram of the six Virgaviridae family genera. Methyltransferase (M), Helicase (H), and RNA-dependent
RNA polymerase (R). Triple gene block proteins (TGB) are cross-hatched, and coat proteins are in black (Adams et al., 2009).

Las especies del género Tobamovirus son partículas en forma de varilla rígida, poseen un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo de ~6,4 kb con cuatro marcos de lectura abierto (ORFs por sus siglas
en inglés de Open reading frames) (Dawson, 1992; van-Regenmortel et al., 2000). El ORF1 y ORF2 están
separados por un codón de paro y codifican dos proteínas relacionadas con la replicación del virus con un
peso de 126 y 183 kDa, respectivamente. El ORF3 codifica la proteína de movimiento de 30 kDa, mientras
que el ORF4 codifica para la cápside de 17,5 kDa (Luria et al., 2017).

Los Tobamovirus se transmiten fácilmente de forma mecánica y semilla (partículas infecciosas en la testa),
las cuales al germinar infectan las plántulas. El virus puede permanecer durante varios meses en residuos
vegetales y suelos contaminados con virus, y durante varios años en semillas infectadas (Dombrovsky y Smith,
2017). En el Cuadro 1 se presentan las principales especies de virus del género Tobamovirus que causan
enfermedades en solanáceas.
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CUADRO 1
Principales especies del género Tobamovirus que afectan solanáceas.

Table 1. Main species of the Tobamovirus genus that affect Solanaceae.

Primer reporte y propagación en el mundo

Entre octubre y noviembre del año 2014, en la aldea de Ohad al sur de Israel, se reportaron plantas
sintomáticas con un patrón de mosaico en las hojas acompañadas de enchinamientos (amarillas, pequeñas
y encorvadas hacia arriba) y fruta manchada. Los estudios epidemiológicos mostraron la propagación de
la enfermedad en varias áreas en el sur y hacia las partes sureste y norte del país. En muestras recogidas
de cultivares comerciales en todo Israel, se detectó un solo virus causante de la enfermedad. La secuencia
completa del genoma del nuevo tobamovirus israelí mostró una alta identidad de secuencia al aislado jordano
del virus rugoso del tomate (Luria et al., 2017).

En abril del año 2015, se detectó cultivo de tomate producido en invernadero en Jordania con presencia
de síntomas leves de manchado mosaico foliar, pero fuertes síntomas de rugosidad color marrón en los frutos
que afectaron el valor del cultivo. La incidencia de la enfermedad fue cercana al 100 %. El tipo de síntomas
y el patrón de distribución de la enfermedad en los campos afectados sugirieron una etiología viral (Salem et
al., 2016). Para comprobar este hecho se realizaron pruebas de RT-PCR contra los virus más comunes que
infectan tomate, y que de acuerdo con Dovas et al. (2004) son: el virus del mosaico del pepino (PepMV),
virus del tomate torrado (ToTV), virus de la patata (PVY), virus del mosaico de la alfalfa (AMV) y virus del
bronceado del tomate (TSWV).

El nuevo virus de Jordania mostró un evento de recombinación entre las bases 534 y 848; la madre menor
podría ser potencialmente ToMMV, y el mayor de los padres la cepa de “Ohio V” de TMV. Un árbol
filogenético derivado de secuencias dentro del segmento de nt 534 a 848 mostró que el tobamovirus de
Jordania provenía de una rama junto con ToMV y ToMMV aislados, contrario al árbol filogenético derivado
del resto del genoma (Salem et al., 2016).

En septiembre del año 2018, se observó un brote de una enfermedad que presentaba mosaicos, moteados
y retraso del crecimiento de las plantas de tomate injertado en un invernadero del sur de California, Estados
Unidos. La detección inicial de una muestra sintomática fue positiva para el virus del mosaico del pepino
(PepMV) y el virus del mosaico del tomate (ToMV). Se diseñó y validó un nuevo conjunto de cebadores
específicos para ToBRFV con el fin de evitar una reacción cruzada con ToMV y ToMMV; este conjunto
de cebadores fue: ToBRFV-F (5503), 5’-GAAGTCCCGATGTCTGTAAGG-3’ y ToBRFV-R (6344),
5’-GTGCCTACGGATGTGTATGA-3’, un producto de PCR esperado (842 pb). Con los cuales una
búsqueda BLASTn de la base de datos NCBI, reveló una identidad de secuencia del 99,6 % con otros dos
aislados del ToBRFV de Jordania (Salem et al., 2016) e Israel (Luria et al., 2017).

En Alemania, en julio del año 2018, se observaron síntomas inusuales en frutos y hojas en más de
25 ha de invernaderos que cultivaban tomate en la región del Bajo Rin de Renania del Norte-Westfalia.
Los síntomas en hojas presentaban clorosis, mosaicos con protuberancias de color verde oscuro, frutos
con manchas amarillas, a menudo concentradas alrededor del cáliz. Para la identificación del patógeno se
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empleó un par de cebadores (514 Tobamos1: 5’-GGGAATCAGTTTCAAACRCA-3’ ;515 Tobamoas1:
5’-GGGGGGATTCGAACCYCT-3’) diseñados para detección universal de los tobamovirus, los cuales
resultaron en ampliaciones del tamaño esperado (560 pb) para todas las muestras sintomáticas. Los productos
de PCR revelaron 100 % de identidad de nucleótidos (números de acceso de GenBank: KX619418 y
KT383474) al virus rugoso del tomate (ToBRFV). Dos muestras de ARN procedentes de Alemania
(P12-3G, P12-3H) fueron sometidas a secuenciación, con un 99,6 % identidad; las identidades de secuencia
para los aislamientos de Jordania e Israel estuvieron en el mismo rango (99,7-99,8 %) que apunta a un origen
común (Menzel et al., 2019).

En Italia, en octubre del año 2018, en invernaderos de la provincia de Ragusa en Sicilia se observaron
síntomas de virosis en cuatro invernaderos diferentes con producción de tomate rojo. Los síntomas eran
mosaicos, deformación y necrosis en hojas jóvenes, y decoloración y deformaciones en frutos jóvenes. Las
muestras se analizaron mediante RT-PCR, utilizando cebadores específicos para diferentes virus que causan
síntomas similares en las plantas de tomate. El estudio logró identificar a ToBRFV como agente causal de la
enfermedad. Las secuencias obtenidas mostraron una identidad >99 % con aislados de ToBRFV Tom1-Jo
(número de acceso KT383474) y ToBRFV-IL (número de acceso KX619418). Para esta región se encontró
una secuencia depositada en el GenBank con número de acceso MK313803 (Panno et al., 2019).

En Turquía, en enero del año 2019, plantas de tomate producidas en invernadero en la región
mediterránea, presentaron síntomas en hojas como mosaicos cloróticos, moteados, rugosidad, enrollamiento,
manchas necróticas en el pedúnculo, cálices y pecíolos; los cuales se asociaron a varios virus que afectan el
tomate (Fidan et al., 2019). Las muestras se analizaron por RT-PCR para detectar la presencia del virus del
mosaico de pepino (CMV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del mosaico del tomate (ToMV) y
virus de la marchitez del tomate (TSWV). Posteriormente se emplearon los cebadores genéricos (F-3666 /
R-4718) utilizados por Luria et al. (2017), para detectar la infección por tobamovirus por RT-PCR, se obtuvo
un fragmento de 1052 pb al ser secuenciado, reveló una identidad de la secuencia del 98,0-98,9 % con los
aislados de virus rugoso del tomate de Alemania, Israel y Jordania (Fidan et al., 2019) (GenBank número de
acceso MK888980).

En abril del año 2019, en invernaderos de tomate de Yucheng provincia de Shandong, China, se detectaron
plantas con síntomas de rugosidad marrón en fruto y de mosaico leve en las hojas. La incidencia de plantas
enfermas se estimó en alrededor del 50 %. Las muestras fueron recolectadas y analizadas para detectar
infección por virus mediante Western blot, ELISA y RT-PCR; la secuenciación confirmó la presencia del
virus de la fruta rugosa marrón del tomate (Yan et al., 2019).

En el sur de Inglaterra, en julio del año 2019, se reportó una muestra de hojas de tomate (cv. Piccolo) con
una infección viral con síntomas de mosaico, por lo cual realizaron una inoculación con una cepa de mosaico
de pepino (PepMV) como tratamiento de protección cruzada; sin embargo, los síntomas persistieron después
de la inoculación. La muestra se analizó usando kits ELISA para detectar la presencia de PepMV, virus
del mosaico del tabaco, virus rugoso del tomate (ToBRFV) y virus del mosaico del tomate (ToMV). La
muestra dio positivo para ToBRFV y PepMV, pero negativo para virus del mosaico del tomate, el resultado de
ToBRFV fue confirmado por RT-PCR convencional con el empleo de cebadores específicos ToBRFV-F (5-
AATGTCCATGTTTGTTACGCC-3) y ToBRFV-R (5-CGAATGTGATTTAAAACTGTGAAT-3)
(Alkowni et al., 2019) y con cebadores genéricos de tobamovirus 514 Tombamo-s1 / 515 Tobamo-
as1 (Menzel et al., 2019). La secuenciación de ToBRFV (MN182533) tenía entre 99,7 y 99,9 % de
identidad con genomas de aislados de ToBRFV de Israel (KX619418.1), Jordania (KT383474.1), Alemania
(MK133095.1, MK133093.1), México (MK319944.1) y Palestina (MK165457.1) (Skelton et al., 2019).
En el Cuadro 2 se muestran los informes de la presencia del ToBRFV a partir de de su aparición en Israel
y Jordania.
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CUADRO 2
Reportes del lugar, fecha, hospedero y método de detección
de virus de la fruta rugosa marrón del tomate (ToBRFV).

Table 2. Reports of the place, date, host, and detection method of tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV).
Luria et al. (2017), Salem et al. (2016), Menzel et al. (2019), Camacho-Beltrán et al. (2019), Chitambar (2018), Ling
et al. (2019), Cambrón et al. (2018), Panno et al. (2019), Fidan et al. (2019), Yan et al. (2019), Skelton et al. (2019)

De forma general, desde la aparición de ToBRFV en Israel y Jordania, se ha reportado y confirmado
su presencia en ocho países (Figura 3), donde la fuente de transmisión es principalmente por inoculación
mecánica, semilla contaminada y contacto entre plantas, y recientemente, se aborda el papel de los abejorros
como portadores de inóculo primario de ToBRFV que contribuye a la propagación de la enfermedad en los
tomates, ya que estos pueden haber transmitido el virus transfiriendo savia cruda usando sus mandíbulas, o
mecánicamente a través de sus cuerpos vibrantes (Levitzky et al., 2019).
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FIGURA 3
Países en los que se reportó la presencia del virus de la fruta rugosa marrón del tomate

(ToBRFV). Periodo comprendido 2016 a 2019 (Elaborado con información de EPPO, 2019).
Figure 3. Countries in which the presence of tomato brown rugose virus (ToBRFV) was
reported. Period from 2016 to 2019 (Elaborated with information from EPPO, 2019).

Aparición en México
En México, en agosto del año 2018, se alertó sobre la posible presencia de ToBRFV con productores de

jitomate y chile de la región de Yurécuaro y Tanhuato, Michoacán, quienes reportaron síntomas en frutos
con coloración amarilla, manchas verdes, malformación de frutos, estriado verde, manchas irregulares color
marrón, hojas con mosaicos y moteado amarillento. Las muestras colectadas se analizaron mediante RT-PCR
y amplificaron un producto esperado de 1052 pb. Las secuencias obtenidas de las muestras M1 (MK273183),
M2 (MK273184), M5 (MK273187) y M7 (MK273189) tuvieron 100 % de identidad con las secuencias de
las muestras identificadas en Israel (KX619418.1) y Jordania (KT383474.1), mientras que las muestras M3
(MK273185), M4 (MK273186), M6 (MK273188) y M8 (MK273190) mostraron 99 % de identidad con
las mismas secuencias (Cambrón et., al 2018).

Método de detección y control
Actualmente solo hay algunas opciones disponibles para la detección de virus rugoso del tomate

(ToBRFV). Se pueden visualizar partículas de virus con microscopía electrónica, pero no se pueden
diferenciar de otros tobamovirus; existen anticuerpos que están disponibles para pruebas serológicas, sin
embargo, estos antisueros a menudo reaccionan de forma cruzada con otros tobamovirus (Dovas et al.,
2004). Para la identificación universal de tobamovirus se han reportado oligonucleótidos, los cuales fueron
diseñados tomando una matriz de alineamiento de regiones conservadas en los ORF1 que codifican la RdRP
de 32 tobamovirus (Li et al., 2018); sin embargo, hasta el momento no hay reportes de oligonucleótidos
específicos para la detección de ToBRFV, por lo que se desarrolló un método de detección específico que
incluye el diseño de un par de oligonucleótidos específicos para la amplificación de una región codificante
de la replicasa (RdRP) viral (ORF1) del ToBRFV por RT-PCR, considerando específicamente las regiones
nucleotídicas de los motifs estructurales o catalíticos, así como la estandarización del método de detección.

Para la identificación de ToBRFV en México, el Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria y Rodríguez-Mendoza et al. (2019) diseñaron oligonucleótidos específicos
(ToBRFV-FMX (25 nt) AACCAGAGTCTTCCTATACTCGGAA; ToBRFV-RMX (24 nt)
CTCWCCATCTCTTAATAATCTCCT), para lo cual se consideró los genomas completos de las
especies más representativas del género Tobamovirus, reportados por el Centro Nacional de Información
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Biotecnológica (NCBI, 2019), como: virus del mosaico del tabaco (TMV, Virgaviridae) (NC_001367.1,
FR878069.1, HE818443.1 y V01408.1), virus del mosaico de tomate (ToMV, Virgaviridae) (NC_002692.1,
KY967227.1, MF002490.1 y AF332868.1) y virus del mosaico moteado del tomate (ToMMV, Virgaviridae)
(NC_022230.1, FX898034.1, KR824950.1 y KF477193.1); adicionalmente, se consideró los genomas de
dos aislamientos de ToBRFV (Virgaviridae), uno israelí ToBRFV-IL (KX619418.1) y el otro jordano
(KT383474.1). Con el programa BioEdit versión 7.0.5.3 (Hall, 1999) se hizo un alineamiento global de los
genomas, utilizando el algoritmo Clustal W para generar la primera matriz e identificar regiones variables
entre ellos.

Los protocolos de higiene son el paso más importante en la prevención de las infecciones por tobamovirus.
Si se sospecha sobre una infección viral, el material vegetal debe ser destruido mediante incineración y no
ser compostado ya que la partícula viral puede sobrevivir a este proceso. Actualmente, no hay información
disponible sobre la descontaminación de sustratos de invernadero; por lo tanto, se recomienda no reutilizar
sustratos. Existe un gran peligro de contaminación cruzada, si los mismos cultivos o huéspedes alternos
a ToBRFV se cultivan después. El espacio del piso, cajas, contenedores, herramientas y utensilios deben
desinfectarse con productos que tengan efecto sobre partículas virales (Richter et al., 2019). Para ello, se
puede emplear hipoclorito de sodio (NaOCl) al 5 %, peroximonosulfato de potasio al 20 %, cloruro de sodio
al 1,5 % y cloruro de benzalconio al 0,1 % (Li et al., 2015).

Conclusión

Actualmente existe el reporte de presencia y distribución conocida de ToBRFV en México, Estados
Unidos, China, Alemania, Turquía, Reino Unido e Italia. Las técnicas de diagnóstico empleadas utilizan
oligonucleótidos específicos desarrollados a partir de los aislados de Israel y Jordania. Los oligonucleótidos
diseñados permiten identificar de manera específica la presencia de ToBRFV en material vegetal, aportando
así una metodología para la detección oportuna, en menor tiempo y con mayor especificidad, en comparación
con el uso de oligonucleótidos generales para el género Tobamovirus, sin generar falsos positivos con otros
virus.

Las medidas de bioseguridad implementadas en las unidades de producción son el paso más importante
para la prevención y control del virus rugoso del tomate, ya que la falta de protocolos de higiene son un
factor determinante en su dispersión. Estas medidas de bioseguridad son: utilizar semillas certificadas, libres
del virus rugoso del tomate (ToBRFV). Para México el diagnóstico se debe realizar en el Centro Nacional
de Referencia Fitosanitaria o laboratorios aprobados con protocolo transferido, destrucción de todas las
plantas que presenten cualquier signo y/o síntoma asociado con la virosis, limpieza estricta dentro y fuera del
invernadero y restricción de acceso al personal ajeno a las actividades en invernadero.
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Notas

1 Este trabajo formó parte de la tesis del primer autor para optar al grado en la Maestría en Protección Vegetal de Hortalizas
de la Universidad de Guanajuato, México.
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