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Resumen

Objetivo: Identificar molecularmente los virus ARN que afectan a cultivares de tomate en

la costa del Perd.

Materiales y meétodos: Se recogieron hojas de plantaciones de tomate que presentaron
sintomatologia por infeccién viral, las hojas colectadas se les realizd una molienda con
nitrogeno liquido para lograr extraer el ARN utilizando un kit comercial y se le realiz6 una
digestion con la enzima DNAsa para tener una muestra pura de ARN sin rasgos de ADN. Se
realizd para sintetizar el ADN complementario, luego de se empled una PCR, determinando
sus condiciones 6ptimas de amplificacion, los resultados se observaron en una electroforesis
en gel de agarosa, las muestras que fueron positivas para los patdgenos por PCR, se enviaron
a secuenciar al extranjero. Las muestras de los virus secuenciados se alinearon con otras
secuencias de virus reportados, que se descargaron del GenBank y se realiz6 un analisis

filogenético.

Resultados: Los resultados encontrados nos mostraron la indicencia de 2 virus en particular
encontrados el Peru Tomato Mosaic Virus (PToMV) en 50% de las zonas muestreadas en la
costa del Perd, asi como el Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) en un 83.3% de
las zonas muestreadas y en un del 88.9% de todas las variedades analizadas. Ademas, los
analisis gendmicos obtuvieron un porcentaje superior al 95% de identidad de las muestras

en estudio con las reportadas en el GenBank del NCBI.

Conclusiones: Se identificaron molecularmente dos virus ARN fitopatdgenos que afectaron
a cultivares de tomate en la costa del Per( y una alta similitud de los mismos con las cepas

reportadas.

Palabras claves: PCR, cDNA, cebadores y virus ARN.
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Abstract

Objective: Molecularly identify RNA viruses that affect tomato cultivars on the coast of

Peru.

Materials and methods: Leaves from tomato plantations that presented symptoms of viral
infection were collected, the collected leaves were ground with liquid nitrogen to extract the
RNA using a commercial kit, and a digestion was performed with the DNAse enzyme to
obtain a pure sample of tomato. RNA without DNA features. It was carried out to synthesize
the complementary DNA, after a PCR was used, determining its optimal amplification
conditions, the results were observed in an agarose gel electrophoresis, the samples that were
positive for the pathogens by PCR, were sent to be sequenced at the foreign. The samples of
the sequenced viruses were aligned with other reported virus sequences, which were

downloaded from the GenBank and a phylogenetic analysis was performed.

Results: The results found showed us the incidence of 2 viruses in particular, the Peru
Tomato Mosaic Virus (PToMV) found in 50% of the areas sampled on the coast of Peru, as
well as the Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) in 83.3 % of the sampled areas
and in 88.9% of all the varieties analyzed. In addition, the genomic analyzes obtained a
percentage greater than 95% identity of the samples under study with those reported in the
NCBI GenBank.

Conclusions: Two phytopathogenic RNA viruses that affected tomato cultivars on the coast

of Peru were molecularly identified and their high similarity with the reported strains.

Keywords: PCR, cDNA, primers and RNA virus.



Introduccion

Nuestro pais se instala en el lugar 61 en la productividad de tomate internacionalmente,
seguidamente de paises como Brasil (puesto 9), Chile (puesto 21) y Colombia (puesto 30).
(FAOSTAT, 2017; Hortoinfo, 2017). En el 2022 se registraron 3 800 hectareas destinadas a
estos cultivos en todo el Perd, lo que establecié una produccion promedio de 198 434
toneladas (MIDAGRI, 2022).

En el Perd, se siembra esta hortaliza fundamentalmente en las zonas de Lima, Arequipa,
Loreto, Ancash y La Libertad, en donde podemos encontrar las variedades comerciales tales
como Katya, redondo, rio grande, brigade, chef, entre otras diferentes variedades que
predominan por su sabor agradable y excelentes caracteristicas que son muy aprovechables
a nivel gastronémico (MIDAGRI, 2022). Por lo tanto, la productividad de esta hortaliza se
ve perjudicada por agentes como son plagas e infecciones; siendo los dafios virales
considerados como los mas notables. (MINAM, 2020).

Actualmente existe una gran diversidad de variedades comerciales de tomate, con una buena
resistencia al Tobamovirus, Geminivirus y Potyvirus, el surgimiento de nuevos virus puede
afectar la totalidad de la produccion, y por ende la economia de un territorio, como suele
suceder con la disposicion del virus del bronceado del tomate (TSWV). Con esta aparicion
para nuevos géneros de virus que puede provocar grandes dafios por la falta de variedades
que sean resistentes a los nuevos virus, asi como la creacion de medios eficaces de inspeccion
(Luria et al. 2017).

El empleo de metodologias de biologia molecular para la deteccion de los virus, permite una
Optima deteccién y clasificacion de los vectores intermediarios, para asi, implantar
especificamente a los causantes de los problemas fitopatoldgicos que dafian a los cultivares.
Seguido de eso, se deben establecer las medidas de prevencion para lograr manejar y
disminuir el dafio de estos agentes infecciosos en la economia de los productores agricolas

de las regiones (Sepulveda, 2011).

Considerando que la productividad de tomate en el pais estaria siendo dafiado por virus del
género Tobamovirus, Geminivirus y Potyvirus el cual es nombrado como un agente que
afecta a la productividad, se considera importante identificar a nivel molecular los virus del
genero Tobamovirus, Geminivirus y Potyvirus que infectan plantaciones de tomate a partir

de muestras recolectadas en la costa del Pert (Llacza, 2019).



Capitulo I. Planteamiento del problema

1.1 Descripcion de la realidad problematica

Se han descrito muy amplio numero para diversos virus nuevos los cuales afectan a las
plantas en la Gltima década, debido a que una cierta cantidad de estos fitopatdgenos albergan
caracteristicas genéticas nuevas lo que ha conllevado a proponer la elaboracion de nuevos
géneros y la modificacion de la situacion actual taxonémico de los virus (Maliogka et al.
2018). Las fitopatologias virales han sido atribuidas a los mas importantes factores limitantes
en términos de produccion y condicion de los frutos, habiéndose constatado que varios de
estos virus pueden repercutir hasta en aproximadamente el 90% de los individuos de un
campo de plantaciones lo cual puede Ilegar a ocasionar una pérdida en las cosechas de entre
el 15 al 65%. (Requena et al. 2022).

Muchas de las afecciones virales contienen tambien una afectacion en la propagacion de la
infeccion que es su propagacion de tipo mecanica o también llamada por contacto, por medio
de roturas comunes o por dafios expuestos por donde el virus puede ingresar por seres vivos
asociados como son los insectos, los hongos, los nematodos y también el ser humano. El
control de estos vectores que transmiten estos virus por medio del empleo de trampas,
productos quimicos o controladores bioldgicos ayuda a la propagacion de estos virus sea un
poco menor o0 casi nula, y mas si agregamos a este el uso de una variedad de plantas
resistentes y la utilizacion de productos bioestimulantes para el cultivo. Todos estos
elementos hacen posible que las infecciones virales logren ser una de las causas
epidemioldgicas mas dificiles de manejar e identificar, los primeros pasos para lograr
controlarlo es saber los sintomas que ocasionan los virus méas comunes y frecuentes en los
campos de cultivo para lograr estar vigilantes ante la posibilidad de aparicion de nuevas

virosis (Gergerich y Dolja, 2006).

En el pais se han desarrollado diversas investigaciones de identificacion y deteccion de virus
en diferentes cultivares de gran estimacion economica. Ultimamente en diversos lugares
zonas del Peru se han examinado tanto en tomate y papa como en otras plantaciones, dafios
por virus como son el mosaico, deformacion de tejido las hojas y amarillamiento o clorosis;
vista esta situacion los estudios e investigaciones que se han realizado en son limitados

(Alvarez-Quinto, 2017). El rigor de las enfermedades por virus fitopatdgenos muy



posiblemente se deba al aumento del area cultivada por diversas condiciones que favorecen

tanto para los vectores como para los virus (SEF, 2020).

En los departamentos del Per, como son el caso de Lima, La Libertad y Junin, este tipo de
dafos por virus han sido determinados en diversas localidades por sintomatologia en las
plantas, teniendo asi diversas sintomatologias como son la clorosis, distorsion y necrosis de
las hojas, disminucion del crecimiento provocando enanismo y sintomatologia que provoca
dafo a las nuevas guias de las plantas que se orientan hacia arriba, lo que ha provocado que
a la enfermedad se le atribuya una denominacion de virosis. (Llacza, 2019). Sin embargo,
este tipo de diagndstico solo por sintomatologia en la planta tiene muchos sesgos, ya que no
nos da una exactitud en el diagnostico para poder tratar a la planta o evitar su rapida

propagacion.

Los virus de las plantas son una limitacion importante para la agricultura, ya que provocan
una pérdida econdmica estimada superior a los 30000 millones de dolares al afio. Ademas,
causan devastadores brotes de enfermedades en las &reas de produccién de tomate ya que
pueden reducir el rendimiento del fruto entre un 15 y 55 %, dependiendo de las variedades
de la planta (Zhang et al. 2022).

1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general

¢Se pueden identificar molecularmente los virus ARN que afectan a cultivares de

tomate en la costa del Per(1?

1.2.2 Problema especificos

PE 1: ;{Se puede determinar la presencia del virus ARN en cultivares de tomate
utilizando cebadores especificos?

PE 2: ;/Se lograra determinar la distribucién de los virus ARN en cultivares de
tomate?

PE 3: (Se conseguira determinar la presencia de los virus ARN en variedades de

cultivares de tomate?



1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Identificar molecularmente los virus ARN que afectan a cultivares de tomate en la

costa del Per.

1.3.2 Objetivos especificos

OE 1: Determinar la presencia del virus ARN en cultivares de tomate utilizando
cebadores especificos.

OE 2: Lograr determinar la distribucion de los virus ARN en cultivares de tomate
OE 3: Conseguir determinar la presencia de los virus ARN en variedades de

cultivares de tomate.

1.4 Justificacion de la investigacion

El cultivo del tomate es una especie con un gran potencial econdmico en el pais y en resto
del mundo, ademas alberga una variedad de organismos y organismos microscopicos ligados
a sus diversas fases fenoldgicas, las cuales influyen directamente en su produccion, cualidad
y valor nutricional. Ademas, los geminivirus, que son virus transmitidos por vectores como
la mosca blanca, los cuales se encuentran largamente repartidos en las zonas tropicales y
subtropicales mundialmente, lo que provoca dafios en la produccion del tomate y en diversos
cultivares, por lo que se han llevado a cabo trabajos fundamentales para disefiar variedades

resistentes al virus en plantaciones de tomate. (MINAM, 2020).

Las principales zonas en donde se produce una mayor cantidad de tomate dentro del territorio
peruano son los departamentos de la costa como son principalmente Lima, La Libertad, Ica,
Arequipa y Lambayeque. En el 2022, la superficie nacional super6 las 3800 Ha que
produjeron 198,434 toneladas, cuya gran mayoria estuvo destinada para consumo interno
(MIDAGRI,2022).

El trabajo sobre el diagnostico de virus y la basqueda de nuevos virus aun son escasos o casi
nulos en el Pery, lo que provoca una escasa investigacion en la forma de prevencion. Los
trabajos que evidencian la disponibilidad de diagnéstico molecular aumentan la rapidez para
obtener informacion sobre las patologias que afectan a las plantas en este caso solanacea con

virus de importancia econdmica, y los conocimientos que seran adquiridos en esta



investigacion permitiran realizar pruebas que logren dar datos exactos de expuesto en teoria

y reportar los datos de campo para lograr una répida solucién.

Actualmente en el Peru se desconoce los patogenos virales que afectan al cultivo de tomate,
generando un problema potencial en la produccion de esta hortaliza. Por otro lado, no existen
protocolos reportados para realizar la evaluacién de virosis en tomates mediante
herramientas modernas de biologia molecular (Llacza, 2019), por eso se plantea en esta

investigacion proporcionar nuevas herramientas para el diagndstico molecular de virus.

1.5 Delimitacion del estudio

La totalidad de la tesis de investigacion se ejecutd en el Laboratorio de Investigacion en
Cambio Climatico del INIA que esta adscrito al MIDAGRI, por poseer una excelente
infraestructura para el desarrollo de la investigacion, de esta forma se aprovech6 de manera
Optima los reactivos y equipos de Ultima generacion empleados para la ejecucion de la
investigacién, asi como el soporte de profesionales que poseen grados académicos
avanzados y con los conocimientos previos del tema ejecutado. Todo esto permitid
concentrar la investigacion en un area muy especifica de investigacion en el laboratorio, que

se realiz6 en el trascurso de los meses de enero hasta diciembre del afio 2022.



Capitulo I1. Marco teorico

2.1 Antecedentes de la investigacion
2.1.1 Investigaciones internacionales

Gonzales (2021), estudié diversos aspectos del Southern Tomato Virus (STV). En primer
lugar, us6 la RT-LAMP y también utilizo la técnica de RT-gPCR para realizar una
identificacion determinada y Optima. Obtuvo datos en sus experimentos sobre el STV en
calidad de infeccion sencilla no producia sintomatologia en las plantas. Las observaciones
por medio del microscopio éptico y el microscopio electrénico no pudieron lograron revelar
la existencia de porciones de material viral, ni alteraciones a en las células comprometidas a
estas infecciones. Sin embargo, los exdmenes de las partes de siRNAs revel6 que el STV fue
competente para alterar la manifestacion de varios miRNAs importantes con diversas
obligaciones. En la parte final de esta investigacion estudiaron el dafio que podria tener el
STV en afecciones variadas con diversos tipos de virus méas dafiinos comunes como el CMV
y el PepMV. Ademas, tuvieron datos en sus experimentos de interacciones desconocidas por
los virus que tienen alteraciones en la seriedad de dafios, los valores de aglutinamiento de
los virus y de las variedades de miRNAs y vsiRNAs. En el conjunto de plantaciones
infectadas por CMV y por PepMV lograron el apreci6 de un resultado infectivo que logro
que se disminuya las cantidades del CMV, alterando la sintomatologia de las plantaciones
con relacion a los dafios sensibles provocados. EI STV fue apto para quebrar este tipo de
resultado de antagonismo restableciendo la concentracién del CMV y alterando de nuevo

todas las sefiales.

Gonzales (2020), detecté al ToBRFV mediante la técnica de RT-PCR uso primers
especificos; ademas caracterizé la expresion de la sintomatologia asociada a los dafios por
ToBRFV en las zonas de las hojas y los frutos en tres diferentes plantaciones; midio el dafio
en la produccién y examino la disposicion espacio—temporal del virus en viveros distribuidos
para el comercio de tomate var. TOP-2299. Consecuencia de su analisis revelaron que de
las variedades de tomate TOP-2299 y Santa West tuvieron dafios en el area foliar como
mosaicos que son especificos a los dafios causados de Tobamovirus en plantaciones
comerciales de los tomates. Ademas, en los frutos, solamente la variedad TOP-2299 tuvo
sefiales de dafios por rugosidad, deformaciones, hendiduras y manchas marrones. La
identificacion lo efectué dptimamente por el método de RT-PCR. En produccion, obtuvo

una disminucion del 25 al 40% en el peso promedio de los tomates analizados de la var.
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TOP-2299. Los andlisis de la infeccion expresaron que las muestras Log-logistico y
Logistico son las cuales preferiblemente revelaron sobre el avance de esta infeccion en casi
todo el periodo de andlisis. Los examenes aereos demostraron que esta infeccion tuvo un
rango leve compuesto al principio de la enfermedad, grandemente compuesto en su periodo
maximo, y constante en los periodos de minima y constante. Esta investigacion puso en
evidencia lo importante de la identificacion de la sintomatologia, su conexion con el impacto
en la productividad y el conocimiento del examen de las dindmicas aéreas y provisional del
virus por caracter comercial para ejecutar programas afiliados de empleo que conlleven a

aminorar el dafio de esta infeccion.

Castillo (2019), identifico los virus TMV y ToMV que causan dafios a los cultivos de tomate,
también por los virus SPCSV, SPFMV y SPVC en las plantaciones estudiadas de camotes,
por medio del método de PCR e implementd una metodologia para la identificacion para ser
usado en el diagnostico de dafios por virus. Colectaron 20 muestras; en donde 10 fueron
procedentes de las plantas de tomate y de las demas 10 eran procedentes de plantas de
camote. Logro determinar la prevalencia de TMV y ToMV en plantas de tomate utilizando
primers determinados. En las plantaciones de camotes se encontré con la presencia de
SPCSV, SPFMV por medio del uso de primers determinados. Se encontrd en siete plantas
de tomate al TMV y en tres diversas plantas al virus ToMV; en muestras analizadas de
camote las cuales se encontraron con ocho plantas confirmativas para la cepa SPFMV vy se
encontrd en dos de las plantas la existencia de la cepa del virus SPCSV utilizando el método

fijado.

Torre (2019), describio un analisis epidemioldgico respecto a brotes epidémicos agresivos
atribuibles al virus Tomato Yellow Leaf Curl Disease (TYLCD) en plantaciones de tomate
resistentes a TYLCV, realizado en Murcia y en Almeria. Utilizaron métodos de
secuenciacion masiva, clonaje y secuenciacion de tipo Sanger, en donde encontraron un total
de 28 secuencias de TYLCV. Los analisis filogenéticos llevados a cabo encontraron que
todas las secuencias conseguidas pertenecen a cepas aisladas de TYLCV de la cepa Israeli.
Un primer andlisis realizado con las secuencias demostro la presencia de dos tipos de
aislados, uno relacionado con cepas aisladas con la cepa Israeli antigua en el lugar y otro de
reciente aparicion, emparentado con aislados mutados con cepas marroquies, hombrados
TYLCV-IS76. Un clon de esta infeccion proporcionado a partir de una de las secuencias de
este segundo grupo fue usado en una prueba de eficiencia bioldgica hacia TYLCV-IS76, en

el cual se aprecid que en infeccion compuesta prevalecio el 1S76, mientras que en infeccion
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simple del aislado de Murcia supero al recombinante. En la segunda parte de la
investigacion, describi6 la técnica de RT-qgPCR combinada con sondas TagMan para la
identificacion de tres virus de cucurbitaceas transmitidos por semillas y su parecido con la
técnica de ELISA. Con este protocolo se pudo identificar a los tres virus con una gran
susceptibilidad y particularidad, teniendo la posibilidad a para la realizacion de anélisis
maltiples. La semejanza con la técnica ELISA, efectuada solamente con semillas infectadas,
mostré una sensibilidad superior, demostrando asi su capacidad para el empleo del examen

en semillas.

Betancourt (2017), evalud la facultad de contaminar plantaciones de tomate y tabaco con los
Begomovirus identificados de malezas encontradas en el Valle de Colombia y establecio la
posibilidad naciente de éstos virus para proporcionar infeccion en plantaciones de la familia
de las solanéceas. En donde realizaron una extraccion de ADN de las malezas, detectaron
por el método de PCR la prevalencia de diversos los Begomovirus y emplearon la
metodologia de RCA para lograr incrementar el material de los patdgenos. Ademas, el ADN
de los Begomovirus aumentado logro ser aplicado en plantaciones de tomate y en plantas de
tabaco por medio del método de biobalistica, donde las plantaciones de tomate lograron ser
sembradas en macetas colocadas en un vivero con dos de los ensayos independientes y diez
repeticiones de plantaciones individualmente por una diversidad de patégenos virales
analizados. Las plantaciones de tabaco lograron ser sembradas de forma in vitro utilizando
el medio MS con un ensayo con seis repeticiones de plantaciones para cada uno de los virus.
Como muestra en blanco se analizaron plantaciones de tomate y de tabaco que estuvieron
sin aplicar inoculo. Se analizaron la sintomatologia de forma visual. La replicas y despliegue
de los patdgenos se llevé por PCR en ejemplares de hojas jovenes con dafios. Los resultados
sefialan la existencia de los Begomovirus en la mayor cantidad de plantaciones de tomate
infectados con las cepas de los virus de las malezas tales como Hybanthus attenuatus y
Verbena sp., teniendo un porcentaje de 100% de tener contaminacion por el patdgeno. Para
la realizacion de las pruebas de infeccion con las cepas de los virus de las malezas tales como
Croton hirtus y Rhynchosia minima se obtuvo una cantidad de dafio de un porcentaje del
90%. Para las pruebas realizadas en las plantas de tabaco se identifico la prevalencia de los
Begomovirus encontrados en la totalidad las plantas infectadas teniendo asi un total de 100%
de dafio. No se apreciaron sintomatologia caracteristicos de los dafios por intermedio de virus

en las plantaciones de tomate y de tabaco en los periodos analizados.



2.1.2 Investigaciones nacionales

De Souza (2021), realiz6 andlisis en plantaciones hospederas de arracacha y caracterizé por
técnica de biologia molecular los virus identificados usando la técnica de Deep sequencing.
Identifico el nepovirus (PBRSV) de una plantacion mantenida de manera in vitro,
constatando la existencia del patdgeno no solamente por la identificacion a nivel
nucleotidicos y andlisis de los aminoécidos en la region ORFs esenciales, también de igual
forma por DAS-ELISA conteniendo antigenos reportados para el Tobacco Ringspot Virus y
PBRSV. Ademas, analizd unos ejemplares que estuvo liofilizados con infeccion por el
potyvirus conocido como Arracacha potyvirus 1, realizo un secuenciamiento del virus por
medio de Deep sequencing y obtuvo dos cepas del virus en ese analisis, de las secuencias
analizadas, lo que indico que pertenecen a Arracacha Mottle Virus antes reportado en Brasil.
También, evaluaron dos tipos de muestras de arracacha que no tuvieron alguna
sintomatologia por Deep sequencing, obteniendo dos diversas secuencias novedosas que se
relacionan a los crinivirus y vitivirus. Fundamentados en las secuencias conseguidas, disefid
primers para analizar accesiones de arracacha y plantaciones de papa en zonas agricolas del
Pert y de Colombia. Pudo identificar estas secuencias novedosas en varias muestras. Las
pruebas de transferencia de forma mecanica y por medio de insectos transmisores de estos
supuestos virus no obtuvieron buenos resultados. Pero la constitucion genética de las
secuencias halladas expresa que se podrian tratar de nuevos patdégenos con capacidad de

dafar la arracacha y la papa.

Llacza (2019), caracterizo un Begomovirus que afecta a cultivares de tomate, en donde
colecto muestras en La Libertad, Lima y Junin. Sus muestras presentaron dafios especificos
de clorosis, distorsidn de las hojas, encrespamiento y enroscamiento. La extraccion del ADN
se hizo por medio del protocolo de CTAB y con un kit comercial. La amplificacion del ADN
fue realizada por medio del método de PCR, electroforesis detecto bandas de ADN; la
limpieza de las porciones amplificadas de PCR lo realizo mediante un kit comercial para ser
enviados a secuenciar. Finalmente llevo a cabo el examen informatico para lograr establecer
el vinculo de semejanza y elaboro el arbol filogenético cotejado con diversos tipos de genes
de virus referenciados. Logro la identificacion molecular de Tomato Leaf Deformation Virus
(ToLDeV) perteneciente a la familia de los Begomovirus, que ocasiona un impacto muy

dafino en los cultivos comerciales de tomate.



Carridn (2017), ejecuto 5 anélisis con 5 diversas variedades comerciales de plantas de papa
del CIP, a las cuales se les indujo una infeccion por Potato Yellow Vein Virus (PYVV) por
medio de injerto lateral. Evalué mediante 3 examenes espectro radiométricas por cada
muestra cada 2 veces por semana a lo largo todo el tiempo de analisis y realizé un analisis
observacional continuo de los daos. También, valido la aparicion del virus PYVV empleo la
técnica de RT-PCR. Al final, analizo la productividad de las 5 var. y determino la var. mas
susceptible a infeccion por virus. Ademas, realizo un andlisis temprano de la contaminacion

por el PYVV en las 5 var. analizadas de las plantas de papa.

Gonzalez (2016), Establecié la predominancia, repercusion y disposicion de siete patdgenos
importantes mundialmente en los departamentos de Ica, de Arequipa y de Tacna. Por esto
analizo una gran cantidad de 1 207 plantaciones, que pertenecian a 28 vifiedos. Colecto
muestras de las hojas en diversas zonas las cuales fueron examinadas empleando la técnica
de DAS-ELISA. ElI mayor numero de sucesos totales fueron de 7.04% para los dafios con el
virus GFKV. Los datos mas altos de incidencia, éstos fueron de 71,4% para el virus GLRaV-
2y 67.9% para GFkV. Con estos datos se seleccion6 los virus con mayor importancia para
iniciar a un periodo de uniformizar el protocolo de deteccion molecular para lograr el
diagnostico variado por Inmunocaptura (IC) RT-PCR y RT-PC. Por ello utilizo cebadores
especificos de la zona de la capside de la proteina de los virus. Por eso logro confirmar el
resultado, utilizando un contraste con método de DAS-ELISA con relacion de su
susceptibilidad y particularidad. Para lograr analizar la susceptibilidad de las muestras
realizo diluciones en serie de un extracto de plantaciones con infeccién variada. Decidi6 que
el método de IC-RT-PCR tiene diez mil veces mucha mayor sensibilidad que el DAS-ELISA
y que tiene cien veces mas sensibilidad que el RT-PCR. La especificidad lo confirmé por
medio de secuenciamiento de amplificados de PCR. Las secuencias analizadas que obtuvo
fueron analizadas en el GenBank obteniendo un porcentaje de similitud superiores al 94% y

99% con los diversos aislados reportados de los virus.

Galvez (2015), realizd un testeo por la técnica de PCR de 394 accesiones de plantas de
camote de Latinoamérica y en el este de Africa, para determinar la prevalencia de
Begomovirus, y 46 muestras fueron positivas. Todas eran asintomaticas en plantas de
camote, pero presento enrollamiento de las hojas y/o amarillamiento en injertos de Ipomoea
setosa. EI SPLCV es la cepa de los fitopatdgenos dominante. La cantidad de seis virus mas
diversos, por medio de anélisis de WGS, que se usaron para analizar las relaciones con el

patogeno SPCSV popular por provocar infecciones sinérgicas con diversos patdgenos. Las
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infecciones multiples llevaron a un incremento de los Begomovirus y el descenso de los
virus SPCSV en todas las muestras, pero la magnitud de los cambios aumento el
estrechamiento de los aislados de los Begomovirus. La sintomatologia de enrollamiento en
las hojas Unicamente se presenta parcialmente en conjunto con la cepa aislada de StV1y
correspondieron con la disposicion de las cargas méas elevadas de los patdgenos en las
plantaciones. El examen de los genes analizadas de los sSiRNA develo que las infecciones
conjuntas de SPCSV con la cepa aislada de StV1 llevo a un incremento proporcional de
siRNA semejante de la zona céntrica del genoma y una disminucién en las zonas semejantes

a los lados, pero no encontrd ninguna variacion relativa del StV1.

2.2 Bases tedricas
2.2.1 El tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las plantaciones de las que mas se nutren en el
mundo luego de la papa (Baskins et al. 2019). La produccion sus frutos es distinta, pero
forma parte de la familia de la Solanacea, es una de plantas las mas notables en los cultivos,
no solamente porgue se encuentran una gran cantidad de las variedades que las albergan, un
aproximado de 2 500, sino también por lo que representa en varias de sus diversidades en la

nutricion mundial. (Sérkinen et al. 2015; Sierra-Mufioz et al. 2015).

Esta solanacea es una plantacién mundial y su diversidad comprende sus parientes silvestres,
los cuales son el origen principal de la seccion Lycopersicum y de €l origen seguido en la
seccién Juglandifolia y Lycopersicoides. Estas variedades albergan 17 especies, una que se
cultiva y otra con 16 parientes silvestres, todas estas tienen su origen de la zona céntrica y
del occidente de los Andes de Sudamérica, se encuentran con una disposicién de elevacion
desde el nivel del mar hasta un promedio de los 3 500 m.s.n.m., ademas se encuentra en el
territorio que actualmente llega a los estados como lo son Colombia, Ecuador, Peru y la parte
del norte de Chile (Peralta y Spooner, 2007). En el Peru se encuentran en forma natural una
cantidad de las 13 de las 16 especies silvestres existentes (MINAM. 2020).

Del tomate comercial se conocen dos variedades por su peculiar volumen y por la estructura
de sus frutos los cuales son: lycopersicum y cerasiforme, tal como numerosas especies
silvestres y cultivos generados por mejora genética para diversos fines, tales como son para

alimento fresco como variedades que son comercializados para la industria (MINAM, 2020).
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2.2.2 Origen y diversificacion

El tomate, tal como la vemos en la actualidad, se habria tenido un origen posiblemente en la
parte sur del pais de Ecuador, acontecimiento que pudiera haber sucedido por mejoramiento
natural hace aproximadamente 78 000 afios atras. Mas adelante, las variedades lycopersicum
se pudo haber movilizado a la parte nororiental del Perd y desde ese lugar a la parte de
américa central en donde, al encontrase por acto del ser humano, deberian haber llegado a
variedades silvestres con atributos de dominio aproximadamente unos diez mil afios atras
(Razifard et al. 2020).

En el afio 1544 Marthinoli brinda los primeros antecedentes de la planta y su alimentacion
con el tomate en Italia, por esto se considera que la planta de tomate pudo haber sido
insertado en el viejo continente aproximadamente desde el siglo XV. El fruto se expandié a
nivel internacional desde el continente americano hacia el continente europeo, y Ultimamente
se han reportado diversos cultivos de tomates con diversas cualidades desarrolladas para
tener una precocidad, produccion, defensa hacia las plagas, y asi también como cultivos de
tomates mejorados por medio de ingenieria genética (Peralta et al. 2008; Razifard et al.
2020).

2.2.3 Taxonomia

Peralta et al. (2008) mediante la descripcion asociada que reside en las cualidades
fisioldgicas y genéticas, califican al tomate y sus familias silvestres que son més allegados
englobados en el grupo Lycopersicum del género Solanum. Este grupo fue unificado por 13
variedades, que contienen al a esta planta sembrado y a 12 de sus familias locales de parecido
genético principal. También, el tomate tiene cuatro especies con relacion a sus partes, con

un total de 17 especies ligadas.
Segun Stevens (2017) el cultivo de tomate tiene la siguiente taxonomia:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanécea
Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicum
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2.2.4 Importancia del cultivo de tomate

En la actualidad, este cultivo se cultiva en la gran parte de los paises, volviéndose asi en un
cultivar econdmicamente fundamental. Esta planta es conocido como un alimento protector
por su alto valor nutricional, brinda notables sustancias fundamentales como lo son: el
licopeno, betacaroteno, flavonoides, vitamina C y procedentes del acido hidroxicinamico
(Wu et al. 2011; Raiola et al. 2014).

El pais ha avanzado Ultimamente en la parte economica, resaltando su impulso en los
negocios con el tomate en el Per(, planteando con tecnologia innovadora con el fin de
disminuir las plagas por medio a que se ve evidenciado en disminuciones econdémicas se
trata de incrementar fundamente la tecnologia en la productividad de plantas de tomate, asi
también incrementar la productividad por hectarea a un mayor rango y tener mejores

ingresos (Cordova et al. 2016).

En el 2019 la productividad global de frutos de tomate, tuvo un promedio de 180 766 T, un
30% superior a la que de hace diez afios (FAO, 2021).

2.2.5 Plagas que afectan tomate

Las plagas principales que dafian a las plantas de tomate son: P. cockerelli, P. nemuslatus,
T. urticae, T. cinnabarinus (Nufio, 2007). B. tabaci, L. sativae, L. trifolii, M. incognita y F.

occidentalis (Jaramillo et al. 2007).

2.2.6 Enfermedades que afectan tomate

Esta hortaliza es infectada por aproximadamente 200 enfermedades con diferentes origenes,
los primordiales causantes de estas enfermedades son: los hongos, las bacterias, los virus y
los viroides, de estos surgen infecciones graves (Jaramillo et al. 2007).

2.2.7 Los virus como patogenos de plantas

Estos microorganismos son parasitos obligados de las células ya que necesitan del
metabolismo de la célula a la que infectan. Las particulas virales estan formadas por una o
varias cadenas de acidos nucleicos que, normalmente, aparecen envueltas en una capa
protectora de naturaleza proteica denominada céapside. Para la replicacién de su material
genético utilizan enzimas codificadas por su genoma y la maquinaria celular de su huésped
generando clones identicos y variantes con mutaciones nucleotidicos como producto del
proceso de replicacion (Hull, 2014). Los virus se pueden transmitir verticalmente a la

descendencia de su huésped u horizontalmente entre huéspedes mediante vectores o por
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contacto mecanico. Fuera de su huésped, los virus estan inactivos, por lo que necesitan de
un agente externo, ya sea de diversos organismos o del ecosistema, para su dispersion
(Gergerich y Dolja, 2006).

Cuando un virus afecta a una plantacion se producen una serie de alteraciones fisiologicas
que pueden resultar en el surgimiento de las sintomatologias de la enfermedad, que pueden
variar desde una reduccion del tamafio de la planta, deformaciones foliares o amarilleos,
hasta decoloraciones, mosaicos, necrosis o alteraciones en el fruto, entre otros. Los virus de
plantas suponen una seria amenaza para una amplia gama de cultivos a nivel mundial, ya
que pueden causar una reduccién significativa de la cualidad y la produccion de los cultivares
afectados, lo que conlleva importantes pérdidas econémicas. Las pérdidas econdémicas
causadas por virus son las segundas en importancia, comparadas con las causadas por otros

patogenos (Loebenstein, 2009).

El control de las enfermedades virales es complicado, no sélo por la compleja dindmica
epidemioldgica de las mismas, sino también por la rapida dispersion de los virus y por su
gran capacidad evolutiva. Ademas, hasta la fecha, no existen compuestos antivirales directos
que se puedan utilizar en agricultura. Estudiar el ciclo biologico de los virus es necesario
para el disefio de programacion efectivas y duraderas para controlar los dafios causados por
éstos. Para ello es necesario preparar técnicas de deteccion adecuadas que, ademas, puedan
permitir monitorizar la dispersién de los virus, facilitando el disefio de medidas preventivas
y de contencion (SEF, 2020).

2.2.7.1 Virus que afectan tomate

En la actualidad los virus de las plantas de tomate, lograrian considerarse como las
infecciones mas convenientes, por la importancia que ocasionan graves perjuicios
econdémicos, han ido aumentando debido al paso del tiempo (Alfaro et al. 2013).
Comprendiendo que los primordiales patdgenos vegetales que infectan a plantas de tomate,

se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1.

Virus que afectan a plantas de tomate con su respectiva clasificacién

Virus Familia Género Tipo de
Virus
Alfalfa Mosaic Virus (AMV) Bromoviridae | Alfamovirus RNA
Cucumber Mosaic Virus (CMV) Bromoviridae | Cucumovirus RNA
Beet Curly Top Virus (BCTV) Geminiviridae Curtovirus DNA
Pepino Mosaic Virus (GRSV) Bunyavirisae Tospovirus RNA
Tomato Chocolate Spot Virus (ToCSV) Secoviridae Torradovirus RNA
Tomato Apex Necrosis Virus (TOANV) — Tomato Marchitez Virus | Secoviridae Torradovirus RNA
(ToMarV)
Tomato Torrado Virus (ToTV) Secoviridae Torradovirus RNA
Potato Yellow Vein Virus (PYVV) Closteroviridae Crinivirus RNA
Tobacco Etch virus (TEV) Potyviridae Potyvirus RNA
Lettuce Necrotic Stunt Virus (LNSV) Tombusviridae | Tombusvirus RNA
Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV) Tombusviridae | Tombusvirus RNA
Tomato Chlorotic Spot virus (TCSV) Bunyaviridae Tospovirus RNA
Tobacco Mosaic Virus (TMV) Virgaviridae | Tobamovirus RNA
Tomato Mosaic Virus (ToMV) Virgaviridae | Tobamovirus RNA
Tomato Mottle Virus (ToMoV) Geminiviridae | Begomovirus DNA
Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) Bunyaviridae Tospovirus RNA
Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV) Geminiviridae | Begomovirus DNA
Tomato Yellow Mosaic Virus (ToYMV) Geminiviridae | Begomovirus DNA
Potato Virus Y (PVY) Potyviridae Potyvirus RNA
Tomato Chlorosis Virus (ToCV) Closteroviridae | Crinivirus RNA
Tomato Infectious Chlorosis Virus (TICV) Closteroviridae | Crinivirus RNA

Fuente: Adaptada de APS (Jones et al. 2015).

2.2.7.2 Transmision de virus de plantas

Los patones de las plantaciones son transmitidos de una plantacién a otra de diversas formas.
Los estilos de propagacién contienen la transmision de forma vegetativa, mecanica por
medio de la savia, por intermedio de las semillas, por medio del polen, de los vectores, de

los acaros, de los nematodos y también de determinados tipos de hongos (Agrios, 2005).
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Transmision de virus por propagacion vegetativa
Estos patogenos se logran transferir por medio de trasplantes, ya que constantemente que las
plantas se dispersan de forma vegetativa por medio de injerto, por medio de esquejes o
también por medio de los tubérculos, los cormos, los bulbos o las raices, en el momento que

estas partes se cogen de una planta madre (Agrios, 2005).

Transmision mecanica de virus por medio de la savia

La transferencia de lo virus de forma mecénica de plantaciones en el ambiente por medio de
la transmision directa de savia por medio de la relacién de una planta con otra es poco comin
y parcialmente de poca importancia. Dicha transferencia lograra tener importancia luego de
que un gran ventarron perjudique las hojas de las plantaciones cercanas infectadas y
saludables o cuando las plantaciones sean dafiadas en el transcurso de las précticas culturales
por medio de instrumentos, contacto o prendas de vestir, o por mamiferos los cuales se nutren
de estas plantaciones, y el patdégeno que disipa la savia se trasladan a plantaciones dafiadas
(De Souza, 2021).

El gran interés de la transferencia mecanicamente de los virus de plantaciones viene de la
necesitad en el andlisis de los virus que provocan infecciones en plantas. Por ello la
transferencia de forma mecanica de un patégeno, se deben triturar las hojas jovenes y pétalos
para lograr romper la célula y desatar al patdgeno en la savia para luego inocularlas en
plantaciones juveniles, primordialmente en un nivel de plantaciones sefializadas, de las que
principalmente demuestran sintomatologias que son mas graves que en los cultivares en

especifico (De Souza, 2021).

Transmision por semillas
Una cantidad mayor de 100 patégenos son transferidos por medio de semillas de procedencia
boténica de gran o minima proporcion. Como concepto principal, al menos una minima parte
(1 a 30%) de estas semillas procedentes de plantaciones afectadas por virus, solo pocos
huéspedes del virus lo transfieren. En cambio, en diversas interacciones virus-huésped, el
promedio o la gran parte de las semillas portan el virus, y en muchas de ellas el 100% de las
semillas lo portan. La constancia de transferencia cambia con la relacion entre huésped-
patogeno, y también con el estado de aumento de la plantacion madre cuando sufre una

infeccion por el patégeno (Agrios, 2005).
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Transmision por polen
El patdgeno transferido por medio del polen logra disminuir la obtencion de fruto, ya se
logra infestar la semilla y los plantines que se desarrollaran de estas y, en diversos casos,
logran trasmitirse por medio de la flor fue fecundada y directo de la plantacion originaria, la
cual logra ser infestada con el patdgeno. Se conoce que cierta transferencia de patdgenos

entre plantas por medio del polen suele suceder (Agrios, 2005).

Transmision por insectos
Se conoce que los insectos transmisores son sin duda el método méas frecuente y
econdémicamente de mayor importancia de la transferencia del patdgeno en los diversos
campos. En cambio, son respectivamente pocas porciones de insectos los que logran
transferir el virus vegetal. El orden Homoptera, tiene un alto valor con la cantidad de insectos
trasmisores mas notable de los virus que afectan a las plantaciones. Otro tipo de homopteros
que transfieren patdgenos de plantaciones son las moscas blancas, los cuales transfieren los
geminivirus y crinivirus. Varios de estos individuos transmisores de patdgenos de
plantaciones forman parte de diversas 6rdenes. Los saltamontes eventualmente pueden tener
y transferir diversos patogenos. Los transmisores de los patdgenos mas notables son los

acaros, los salta hojas, las moscas blancas y los trips (Agrios, 2005).

Los insectos con parte bucales chupadoras tienen patdgenos de plantaciones en sus estilos y
de ese modo logran obtener y contagiar el virus luego de breves momentos de nutricién en
algunos breves segundos con algunos cortos periodos. Los patdgenos transferidos por
estiletes permanecen en los trasmisores por solo algunas minimas o mucho tiempo. Por lo
consiguiente, luego se reconocen como patdgenos que no son perdurables. Como diversos
virus, los insectos transmisores deben nutrirse de una plantacion dafiada hacia diversos
minutos u horas hasta varios dias luego de contener bastantes virus para lograr la
transferencia. Estos vectores logran transferir el virus luego de tiempos de nutricion
suficientemente largo de diversos minutos a muchas horas. Aquellos virus perduran en el
transmisor por algunos cuantos dias (1 a 4) y se nombran patdgenos semipermanentes. Con
diversos patogenos, los transmisores de vector almacenan el patdgeno en su interior y, luego
albergan al patdégeno por medio de los partes del vector, vuelve a ingresar el patdgeno en las
plantaciones por medio de sus partes bucales. Aquellos patdgenos se denominan como
patdgenos moviles o perdurables. Diversos patogenos circulantes logran propagarse en sus

distintos transmisores y luego se nombran como patogenos transferidos. Los patogenos
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transferidos por vectores con partes bucales masticables luego logran ser circulantes o logran
transmitirse en sus partes bucales (Agrios, 2005).

Estos individuos son los transmisores de vectores principales de los patdgenos de plantas y
transfieren una elevada cantidad (aprox. 275) de la mayoria de los patdégenos propagados por
medio de estiletes. Estos individuos principalmente tienen el patdgeno transferido por medio
del estilete luego de nutrirse de diversas plantaciones infectadas por medio de pocos
segundos y logran transferir el virus luego de su transmision y nutricion desde una plantacion
saludable en el trascurso de un tiempo determinado o de unos minimos segundos. El lapso
del periodo que los pulgones perduran con virulencia luego de la obtencién de un patégenos
transferido por medio de estiletes difiere de unos pocos a mucho tiempo, luego de esto ya no
logran ser transmisores del patdgeno. En los &caros que propagan el patégeno por medio de
estiletes, el patdgeno puede transferirse en las cabezas de estos estiletes, pero esto se disipa
con facilidad por medio del lavado que sucede a lo largo del conteo de las células huésped y
no persevera por medio del cambio o en los huevos. Se menciona que los patdgeno
propagados por medio de estilete se transfieren de forma no obstinada. En algunos sucesos
de propagacion de pulgones de patdgeno transitorios, estos no logran propagar el patdgeno
de forma inmediata, pero pueden aguardar mucho tiempo luego de la nutricidn de obtencion;
Pero, cuando se empieza a propagar el virus, vuelven a hacerlo a lo largo de varios dias luego

de la muerte de los insectos que son el origen del virus (Agrios, 2005).

Transmision por acaros
Los principales acaros han logrado propagar por lo minimo seis virus, incluyendo a el WSMV
y diversos rymovirus que dafian a las gramineas. Estos individuos contienen partes bucales
masticadoras y succionadoras. La propagacion de estos patdgenos por medio de los acaros
eriéfidos se considera que son muy caracteristicos, ya que varios de estos individuos es el
unico transmisor reconocido para el patégeno o los diversos virus que se propagan (De
Souza, 2020).

Transmision por nematodos
Un aproximado de 20 virus de plantaciones son propagados por uno o diversos tipos de tres
de los géneros de nematodos ectoparasitarios que se encuentran en la tierra. Los nematodos
de los principales géneros, propagan diversos patégenos de estructura gemetrica reconocidos
como los nepovirus, y diversos patogenos; en tanto los nematodos del género Trichodorus y

Paratrichodorus propagan, aungque sea una cantidad de dos tobravirus con estructura de

18



baston. Los transmisores de nematodos propagan el virus al nutrirse de rizomas de las
plantaciones dafiadas y después llegan a rizomas de plantaciones saludables. Los nematodos
jévenes y maduros logran tener y propagar el virus; pero, el virus no se transmite por medio
de los cambios en los jovenes ni por medio de los huevos, y, luego de la metamorfosis los
nematodos jovenes o los maduros procedentes tienen que nutrirse de una fuente de virus

antes de que logren propagarlo de nuevo (De Souza, 2020).

Transmision por hongos
Los microrganismos parecidos a los hongos que contagian a los rizomas, propagan alrededor
de 30 virus fitopatdgenos. Supuestamente, varios de estos virus se propagan interiormente,
cuando diversos se dispersan en el exterior por medio de esporas inactivadas y en las
zoosporas de los hongos. En el dafio de recientes plantaciones huéspedes, donde los hongos
ingresan al virus y provocan sintomatologias propias del virus que propagan (De Souza,
2020).

2.2.7.3 Movilizacion de los virus en la planta

Estos patdgenos comienzan con su multiplicacion en el propio lugar de su insercion, luego
de eso se movilizan en diversas células. Este traslado es lento conforme a que se efectla por
medio de los plasmodesmos (que son la combinacion a través de células adyacentes). Al
presentarse hacia el sistema vascular de los vegetales (xilema o floema), el traslado del
patdgenos en las plantas logra gran velocidad y se traslada conjuntamente a los fotosintatos.
El periodo que se demora un patégeno en trasladarse en una plantacion varia de diversos
elementos, semejantes como lo son la diversidad de las plantaciones, diversidad de virus,
afios de las plantaciones al instante del contagio, y temperatura, entre diversos elementos
(Sepulveda, 2011).

2.2.8 Sintomas Generales

Antes de crearse los protocolos de identificacion rapida, la sintomatologia eran el principal
recurso para acercarse a la identificacion de las infecciones provocadas por los virus en las
plantaciones. Asi por medio del uso de técnicas seroldgicas, moleculares y genéticas,
aumento el diagnostico acerca de las caracteristicas de los virus, llegando asi a identificar a
estos patdgenos de plantas de otras diversas infecciones de las plantaciones. Actualmente las
sintomatologias albergan un alto beneficio, ya que logran analizar los dafios de las
infecciones y, en diversas situaciones, son el principal medio para lograr identificar

prontamente las infecciones en una plantacion. También, el analisis de los sintomas son el
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método fundamental para nombrar al intermediario causante de las infecciones provocadas
por patogeno. La infeccion virica particularmente se conduce de un estado natural del
hospedero, provocando contaminaciones sin presencia de sintomas. En el afio 1925 ocurrié
el primer reporte de plantaciones sin presencia de sintomas al consignar la presencia de virus
en plantaciones de papa supuestamente saludables. La problematica de las contaminaciones
asintomaticas tiene especial relevancia en la declaracion de planes de productividad de
plantines limpios de infeccion viral. También, pone en valor en la inspecciéon de las
infecciones provocadas por virus, ya que plantaciones que no presentan sintomas pueden

actuar como origen del indculo para cultivares saludables (Sepulveda, 2011).
Los sintomas comunes que se logran visualizar en plantaciones son:

* Reduccion del volumen de las plantaciones (enanismo).

* reduccion del volumen y cantidad de los frutos.

* Mosaico, caracterizado por el cambio de color verduzco original, con el incremento de
zonas amarillentas o verde tenue en las hojas o en los frutos. Variando del vigor del color,
el mosaico logra ser severo o fuerte y tenues o moteados. Los mosaicos logran mostrarse de
manera diferente en las areas especificas o también logran ser reducidos a los nervios de las

hojas.

« Amarillamiento. Aparece en el momento donde hay mayor totalidad de la vegetacién de

las plantaciones se vuelve clordtica.

* Anillos. Manchas anilladas totales o escasos, provocadas primordialmente por patdgenos

propagados por los nematodos.

* Necrosis. Comprende a la destruccion de las células, la mayormente concurrentes son las

lineas en los ocurridos en los tallos, en los peciolos y en la parte de los nervios de las hojas.
* Pétalos variegados.
* Deformaciones en las hojas.

« Irregularidad del desarrollo. Es sobre alteraciones en las hojas, disminucion de la zona
vegetativa, crecimiento hacia la parte inferior, las hojas filiformes y/o la inflacion en los

tallos.
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2.2.9 Diagnostico de virus

La disminucion en la productividad y las disminuciones de la economia que son provocadas
a razén de los patdgenos que infectan plantas han tenido mucha relevancia a magnitudes
globales, por lo que se necesita el incremento de metodologias de identificacion efectiva y

precisa para lograr admitir las elecciones que logren prever su difusion (De Souza, 2020).

2.2.9.1 Métodos bioldgicos

El empleo de metodologias biologicas para identificar infecciones provocadas por virus son
los principales en emplearse a desde el afio 1886 con Meyers, el cual inoculo savia
contaminada con el patdégeno del mosaico del tabaco (TMV) en plantaciones saludable
corroborando el surgimiento de las mismas sintomatologias que las plantaciones infectadas.
Por ende, los sintomas y las plantaciones sefializadoras son los dos tipos de identificacion

que contiene esta metodologia (Gonzalez-Garza, 2017).

El virus més frecuente reconocido por medio de los sintomas fue principalmente el TMV al
termino del siglo XIX, este patdgeno al contagiar origina dafios situadas en las hojas, las
cuales se observan como una pared de ladrillos oscuros de fondo verduzco. Pero segun se
extendieron los analisis en diversos patdgeno, se apreciaron que existia semejanzas en la
sintomatologia o incluso esas mismas sintomatologias podrian garantizar igualmente a
caracteristicas perjudiciales del tiempo, insuficiencias nutritivas y del campo o dafios no
provocados por virus (Gonzalez-Garza, 2017). Los beneficios que se logran atribuir a una
identificacion rapida, por tanto, es aconsejable corroborarlo con diversos analisis seroldgicos
o0 de tipo molecular para tener una mejor confirmacion en los resultados (Naidu y Hughes,
2003).

2.2.9.2 Técnicas moleculares

Los analisis con tecnologias moleculares se establecen en la identificacién del material
geénico de los patogenos. Son considerablemente empleados en la deteccion, por medio a una
gran especificidad a diferencia con los métodos seroldgicos. La reaccion en la cadena de la
Polimerasa con transcripciéon reversa (RT-PCR) es posiblemente la metodologia mas
empleado para la realizacion de anélisis moleculares para lograr la identificacion del
patogeno. El anélisis es veloz y muy especifico, por lo tanto, disminuye o anula las

dificultades con la baja cantidad de material (Nassuth et al. 2000).
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Reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes

La PCR se fundamenta en la produccion de multiples copias de las muestras de una porcién
de ADN determinado por medio del uso de minimas secuencias flanqueantes (iniciadores) y
la accion de polimerasas de ADN termoestables. Desde su descubrimiento (Mullis et al.
1986) se ha convertido en la técnica de cabecera de los laboratorios de biologia molecular.
La gran parte de los virus vegetales, que tienen genomas de ARN, precisan de un paso inicial
de transcripcion reversa (Reverse transcription, RT), donde el ARN se convierte en ADNc
(ADN complementario) y sirve de molde para laPCR (RT-PCR). La RT-PCR se ha colocado
como la metodologia mas usada para la identificacion de virus de plantaciones. Las ventajas
fundamentales de esta técnica son su rapidez, su especificidad y su sensibilidad. Debido a
esa gran sensibilidad, la aparicion de diferentes compuestos en las muestras vegetales puede
tener un efecto inhibidor y llegar a producir falsos negativos. Se ha observado que la
introduccion de controles enddgenos puede ayudar a la visualizacion de este problema.
También pueden producirse falsos positivos debido a posibles al plegamiento de secuencias
inespecificas de los primers, asi como contaminaciones de ADN por el proceso de
manipulacion (Mumford et al. 2006).

Los iniciadores son pequefias secuencias de 15 a 40 pb que flanquean ambos extremos del
fragmento amplificado. De su disefio no sélo depende la eficiencia del proceso, sino también
su especificidad. Existe una gran cantidad de informacién de secuencias parciales y
completas para los distintos virus, disponibles en el banco de datos (GenBank, NCBI
(Bethesda, MD, USA)) que permiten seleccionar las regiones adecuadas para el disefio de
los iniciadores, eligiéndose regiones conservadas capaces de discriminar entre especies

virales o capaces de identificar familias enteras (Lotos et al. 2014; Luria et al. 2017).

Generalmente, la visualizacion de las muestras de la PCR se realizaba utilizando geles de
agarosa pintados con bromuro de etidio, pero debido a su peligrosidad, se ha sustituido por

otros tintes menos toxicos como el Gel Red o MIDORI Green (Torre, 2019).

Ademas de la PCR convencional, se han implementado mdltiples tipos de PCR, dentro de
las cuales encontramos la PCR o RT-PCR multiplex, que proporciona la determinacion
seguida de 2 o méas virus en una misma corrida (Gambino y Gribaudo, 2006; Sanchez-
Navarro et al. 2018); la PCR anidada y la PCR cooperativa (Olmos et al. 2002; Lépez et al.
2009), que utilizan dos parejas de iniciadores, una pareja interna y otra externa, para
amplificar la molécula diana, y que presentan una sensibilidad hasta 1000 superior que la
PCR convencional (Cambra et al. 2016).
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Secuenciacion nucleotidica
Las técnicas de secuenciacion son las mas precisas y especificas ya que determinan
precisamente el codigo genético del organismo analizado. Son, ademaés, la base de la
caracterizacion molecular, pues el cotejo de la secuencia conseguidas con los genes
encontradas en las bases de datos permite identificar taxondmicamente al organismo
analizado. Existen dos técnicas de secuenciacion nucleotidica, segin se tenga 0 no

informacion previa del organismo:

Secuenciacion tipo Sanger. Esta técnica se conoce como secuenciacién de primera
generacion y se fundamenta en la reestructuracion de una secuencia de ADN
complementaria a otra utilizada como modelo, en presencia de un ADN polimerasa, un
iniciador, los cuatro desoxinucledtidos que componen la cadena Yy cuatro
didesoxinucledtidos (ANTPs) marcados, que al carecer de grupo hidroxilo en el extremo 3°,
interrumpen la reaccion de sintesis (Sanger et al. 1977). Esta técnica se considera como la
técnica de secuenciacion base en cualquier laboratorio de biologia molecular y se utiliza,
sobre todo, para la caracterizacion molecular de un organismo a partir de un fragmento
amplificado por PCR 0 RT-PCR, por lo que se tiene un conocimiento previo del género o la
especie del organismo secuenciado. Como ventajas, hay que destacar que es una técnica
rapida, relativamente econdmica y ofrece la mayor longitud de lectura de las técnicas de
secuenciacion que se han venido utilizando, llegando a longitudes fiables superiores a las
800 pb. El principal inconveniente es que es necesaria una amplificacion de la secuencia y

su correcta separacion por tamafios, previa a la secuenciacion (Olmos et al. 2016).

Secuenciacién masiva (High Throughput Sequencing, HTS). Esta técnica, acoplada a
andlisis bioinformaticos mas o menos complejos, permite la estimacion de una secuencia
completa o parcial del genoma de los virus (0 viroides) de una muestra, sin ningun
conocimiento a priori (Boonham et al. 2014). Por tanto, sirve tanto para el diagnéstico y
deteccidn, como para el descubrimiento de nuevos virus. Segun la metodologia utilizada,
existen diversas plataformas para la secuenciacion masiva. En primer lugar, estan las
plataformas que forman parte de la denominada secuenciacion de préxima generacion
(NGS). Las plataformas que han sido mas usadas en NGS son la secuenciacion 454 (Roche
Diagnostics), lllumina y SOLID (Applied Biosystems) (Radford et al. 2012), la cual ha
empezado a ser reemplazada desde 2016 por la plataforma lon Torrent (Radford et al. 2012;
Adams y Fox, 2016). La plataforma Illumina se sustenta en la unién de los fragmentos de

ADN sobre un soporte de vidrio con iniciadores complementarios a los adaptadores. La
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secuenciacion se realiza por un procedimiento llamado “amplificacion por puente”
(www.illumina.com) y la incorporacion de nucledtidos se detecta por fluorescencia, de un
modo similar al método de Sanger, pero los ddNTPs son reversibles, por lo que puede
seguirse elongando la cadena. Esta es la plataforma NGS mas utilizada en virologia vegetal
(Olmos et al. 2016).

Un inconveniente de las técnicas de NGS es que generan lecturas cortas, de entre 100- 700
pb, y un gran volumen de datos (Barba et al. 2014). Afortunadamente, existen diversos
programas informaticos y se estan desarrollando diversos pipelines para el procesado de los
datos (Ho y Tzanetakis, 2014; Flygare et al. 2016; Baizan-Edge et al. 2019), entre las que
se encuentra VirusDetect (Zheng et al. 2016), especifico para el andlisis de virus, por lo que
es una herramienta muy importante en virologia vegetal (Bernal-Vicente et al. 2018; Nisbet
et al. 2019).

Las técnicas de secuenciacion mé&s recientes son las denominadas de tercera (Pacific
Biosciences, www.pacifichiosciences.com) y de cuarta generaciones (MinlON, de Oxford
Nanopore, nanoporetech.com/products/minion), que se caracterizan por la secuenciacion en
tiempo real de moléculas individuales (Single molecule real time, SMRT). A diferencia de
las técnicas de NGS producen longitudes de lectura mucho mayores, desde 5.000 pb el
sistema de Pacific Biosciences (Barba et al. 2014), hasta las 150.000 pb del sistema MinION
(Laver et al. 2015), lo que las convierte en tecnologias rapidas, obteniéndose lecturas
completas en un solo dia (Barba et al. 2014). El sistema MinlON ha sido evaluado
recientemente sobre distintas muestras vegetales, avalando su posible futuro como

herramienta diagndstica de rutina (Chalupowicz et al. 2019).

2.3. Definicion de términos basicos

« ldentificacion: Establece las caracteristicas propias de alguien o de algo, de modo que

claramente se diferencie de las otras.

« Diagnostico: Método en el que se reconoce una infeccién, afeccion o lesion por sus

sintomatologias y signos.

o Electroforesis: Es un método que se utiliza para amplificar el ADN, el ARN, moléculas

0 proteinas por medio de su estructura y carga eléctrica.
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o Fitopatdgenos: Es un individuo, generalmente un microorganismo, que provoca
infecciones en las plantaciones por medio de perturbaciones en el metabolismo de la
célula, al eliminar enzimas, toxinas, fitoreguladores y diversas sustancias, también,

digiriendo alimentos de la célula para si lograr su propio desarrollo.

e Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): es una metodologia usada para el
diagndstico e identificacion de una porcion del material genético de un organismo.

e Primer o cebador: Son polimeros pequefios del &cido nucleico empleados en la
investigacion, analisis genéticos y medicina legal.

o Prueba Molecular: Andlisis in vitro en el que se emplea una muestra celular, de sangre
o liquido corporal para comprobar se encuentra diversos genes, proteinas u diversas

moléculas que son signo de una infeccion o dafio.

e Retrotranscripcion: Tratamiento celular por el cual una enzima realiza un duplicado
del ADN a partir del ARN. La enzima que realiza la copia de ADN se denomina
retrotranscriptasa y se localiza en los retrovirus. La retrotranscripcion también se lleva

a cabo de manera invitro.

e Secuenciacion Sanger: Es el método de secuenciacion del material genético que nos
consigue reconocer la distribucion de los nucleétidos de una parte del ADN que

provienen de una muestra de PCR.

e Analisis Bioinformatico: Disciplina que permite recabar, manejar, almacenar y
analizar los datos bioldgicos, a partir de los derivados de los nucledtidos de una

secuenciacion, protedmica, metaboldmica.

2.4 Hipdtesis de investigacion
2.4.1 Hipotesis general

Si existe similitud a nivel molecular de los virus ARN que afectan a cultivares de

tomate en la costa del Pera.

2.4.2 Hipotesis especificas

HE 1: Si se puede determinar la presencia de los virus ARN en cultivares de tomate

utilizando cebadores especificos.
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HE 2: Si existe relacion entre la distribucion de los virus ARN en cultivares de

tomate.

HE 3: Si existe relacion entre las variedades de cultivares de tomate y la presencia
de los virus ARN.

2.4.3 Operacionalizacion de las variables

En este punto se aprecia el cuadro de la operacionalizacién de las variables estudiadas.

Tabla 2.

Variables, definicién, dimensiones e indicadores

Variables

Independiente

Virus ARN

Dependiente

Cultivares de
tomate

Definicién

Patégenos que estan conformado
principalmente por genes que

tienen 4cidos nucleicos que
conforman moléculas entre cortas
de ADN o ARN,

conjuntamente con proteinas.

y largas

Es una de las hortaliza con

extraordinaria importancia
mundial, ya que se siembra en todo

el globo.

Dimensiones

- Extraccion de
ARN

- Primer o
Cebador

- Presencia de
virus ARN

- Fitopatologia

Indicadores

- Calidad de
extraccion

- Tamafio  del
cebador (pb)
- Calidad del
cebador (bandas de
amplificacién)

- Secuenciamiento
- Dafios en hoja y
fruto

- Variedad de Planta

- Estadio de planta

Escala de
medicion

Nominal
(%)

Nominal
(%)
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Capitulo I11. Metodologia

3.1 Disefio metodologico
3.1.1 Tipo de investigacion

El presente estudio realizado es de tipo aplicado, ya que no se tuvo que emplear el
manejo directo de las variables de estudio.

3.1.2 Nivel de investigacion

Es del tipo descriptivo, se emplea cuando el estudiante pretende sélo describir la
situacion o caso bajo en que se encuentra su estudio de investigacion, ya que se

determinaron las especies de virus en muestras codificadas provenientes del campo.

3.1.3 Disefio de investigacion

El disefio es de tipo no experimental, ya que no se manipulan las variables.

3.1.4 Enfoque de investigacion

Es cualitativo ya que no es primordial para este estudio el empleo de magnitudes

numeéricas.

3.2 Poblacién y muestra
3.2.1 Poblacion

Fue establecida por los diversos cultivares de tomate que presentaron sintomatologia

de infeccion por virus.

3.2.2 Muestra

La muestra fueron hojas de 84 plantaciones de tomate en estado de cosecha vy el

llenado de fruto, en la costa del Pert (Lima e Ica).
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3.3 Técnicas de recolecciéon de datos

Se muestra el diagrama de flujo de la investigacion propuesta (Figura 1).

[ Recoleccidon de material vegetal ]

.

Extraccidon de ARN

.

[ Sintesis de ADN complementario ]

.

[ Reaccion de la Cadena de la Polimerasa }

.

[ Electroforesis }

.

[ Secuenciacion Sanger }

.

[ Anilisis bioinformatico ]

Figura 1. Es quema del diagrama de flujo del procedimiento analitico de la muestra vegetal

Fuente: Elaboracion propia

3.3.1 Recoleccion de material vegetal
Segun Saldafia et al. 2021 recomienda la metodologia para este item.

Se tomaron muestras de las hojas de las plantaciones de tomate que presentaron
sintomatologia por infeccion viral (como mosaico, deformacion de hojas, enrollamiento,
amarillamiento, necrosis, aborto de flores y maduracion precoz de frutos), se les quito el
exceso de contaminantes (restos de insecticida, tierra e insectos) utilizando agua destilada,
se colocaron las hojas dentro de sobres de papel aluminio rotulados y se colocaron en un
tanque de nitrogeno liquido (MVE, USA), posteriormente las muestras se trasladaron al
laboratorio para su procesamiento. Los datos de ubicacién se tomaron con un GPS (Garmin,
USA).
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3.3.2 Extraccion de ARN
Metodologia segun el protocolo de Mishchenko et al. 2021.

Se procesaron las hojas recolectadas, moliéndolas con nitrégeno liquido con la ayuda de un
mortero hasta tener un polvo refinado y luego dispensado en tubos de microcentrifuga de

capacidad de 2 mL.

Se dispens6 un aproximado de 100 mg del tejido vegetal triturado en otro tubo cénico de 1,5
mL, luego se procedio a extraer el ARN utilizando el kit comercial Gene JET Plant RNA
Purification Mini Kit (Thermo Scientific, USA), de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Luego se realiz6 una digestion con la enzima DNAsa para tener una muestra pura de ARN
sin rasgos de ADN, utilizando el kit comercial RQ1 Rnase-Free Dnase (Promega, USA).

Se cuantifico la concentracion y calidad del ARN por medio de las lecturas de la absorbancia
en un Nano espectrofotometro (Implen, USA), se corrobord el estado del ARN en

electroforesis. Posteriormente la muestra se almacend a -20°C hasta su uso.

3.3.3 Sintesis de ADN complementario
Metodologia segun protocolo de Mishchenko et al. 2021.

Para seguir con el paso de PCR de las muestras, primeramente, se requirié sintetizar el ADN
complementario (cDNA) por RT-PCR para pasar las secuencias de ARN a ADN, para ello
se utilizo el kit comercial RevertAid RT Kit (Thermo Scientific, USA).

La transcripcién inversa se realiz6 en tubos de 0.2 mL, se toma 1uL de ARN y se le agrega
1 uL de RNA, 1 pL de Random hexamer primers, se completa con agua libre de nucleasas
(NFW) para tener una cantidad final de 12 pL, luego se incuba a 65°C por 5 min, se le agrega
una mezcla con 4 uL de 5X Reaction Buffer, 1 pL de Ribolock RNase Inhibitor (20 U/uL),
2 uL de 10 mM dNTPs Mix y 1 puL de RevertAid RT (200U). Seguidamente las muestras se
incubaron en el termociclador con un programa de 25°C por 5 min, 45°C por 60 min 'y 70°C

por 5 min, luego se coloco en frio.

3.3.4 Reaccion de la Cadena de la Polimerasa (PCR)
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El desarrollo de las condiciones basicas de PCR fue a través de los cebadores, se evaluara

segun la metodologia realizada por Saldafa et al. 2021.

La PCR se realizdé usando cebadores que fueron disefiados y proporcionados por el
laboratorio, los cuales son determinados para la zona de la cubierta proteica (cp) de los seis

virus analizados (Tabla 3).

Tabla 3.

Lista de cebadores para la identificacion de virus en tomate

Virus Primer Forward Primer Reverse Tamafiodel T°m
Amplificado

Peru Tomato Mosaic Virus (PToMV) ~ CCAATGCTAGAGCCACTCAA  CCAAACCATGAGACCATTCA 113 bp 59
Tomato Mosaic Virus (ToMV) TACGGTTGCAATTCGGTCT ~ TTAAGATGCAGGTGCAGAGG 127 bp 59
Tomato yellow leaf curl Virus (TYLCV) GGAATGAAGGAACAGGCATTA  GTACTTGGCTGCCTCCTGAT 84 bp 59
Tomato Bro‘("’T”OE‘F’egFO\S/;’ FIUitVinus o AACGGTGGCTATAAGGAG — TAAACCGGATGCACTTTCAA 102 bp 59
Tomato Le?;c?ffDoer\T)a“O” Virus T AAGGTCACGGGAGGTCAGT — CCCAGCTTCCTGATGGTTAT 100 bp 59
Tomato leaf curl disease (TOLCD) ~ TAAGGATTTTGGGCAGGTGT ~ TATTGCCCACCAGTGACAGT 126 bp 59

El PCR se realizé siguiendo las especificaciones del kit comercial KAPA HiFi Hot Start
Ready Mix PCR Kit (Roche, Suiza) con una cantidad de muestra final de 25 pL el que
contendra 5 pL. de ADNc (previamente transcrito), 2X KAPA HiFi Hot Start Ready Mix (2.5
mM MgCI2 (1X)), 0.3 mM de dNTPs (1X) y 0.5 U de KAPA HiFi Hot Start DNA
Polymerase (25 uL por reaccion), 0.75 uL de 10 uM de Forward Primer, 0.75 uL de 10 uM

de Reverse Primer y agua libre de nucleasas hasta completar los 25 uL.

Se determiné las condiciones Optimas de amplificacion para ejecutar el programa en el
termociclador Simpli Amp Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, USA), la cual se
realizd segun el protocolo de tiempo, temperatura y ciclos del fabricante del kit y con unas
minimas modificaciones para poder realizar un andlisis maltiple de los seis virus en un

mismo programa como se visualiza en la Tabla 4.
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Tabla 4.

Condiciones del termociclador para lograr amplificar las fracciones de los patdgenos

Ciclos Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95°C 3 min
Desnaturalizacion 98°C 30s
Alineamiento 60°C 30s

35 ciclos
Extensién 72°C 30s
Extensién final 72°C 3 min
Almacenamiento 72°C o0

3.3.5 Electroforesis

Las muestras del termociclador se observaron por medio de electroforesis y se visualizan

por medio del fotodocumentador de luz UV (Uvitec, Reino Unido) (Saldafia et al. 2021).

3.3.6 Secuenciacion Sanger

Las muestras que fueron positivas para los virus por el método de PCR, se corrobord su
positividad enviandolas a purificar el productor PCR y secuenciar mediante el método de
electroforesis capilar por Secuenciacion de tipo Sanger a la empresa Psomagen, USA (De
Souza, 2021).

3.3.7 Andlisis Bioinformatico

Las muestras de los virus secuenciados se alinearon utilizando Muscle en el programa
Aliview con otras secuencias de virus reportados, que se descargaron del GenBank de NCBI.
El alineamiento fue limpiado y la historia evolutiva (el andlisis filogenético) se realizo
utilizando MEGA XI, con el protocolo de maxima verosimilitud basado en el modelo GTR.
El soporte bootstrap se evalué mediante un remuestreo de arranque con 1000 repeticiones.
El arbol se visualizé y edité en ITOL, las distancias génicas fueron calculadas en base al

alineamiento en Mega X1 (Tamura et al. 2013).
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3.4 Técnicas para el procesamiento de la informacién

Empleamos los paquetes estadisticos SPSS version 26, para determinar la concordancia entre
la descripcion de dafios en los cultivos y el resultado de los amplificados de PCR. También
se calculd el coeficiente kappa, para analizar las diferencias entre frecuencias de las
variedades de tomate y se emple6 la prueba de ji cuadrada (X2), considerando
estadisticamente significativa cuando P sera igual o menor a 0.05.
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Capitulo 1V. Resultados

4.1 Analisis de resultados

Seguidamente, se observa la figura 2 con la ubicaciéon geografica de los seis campos de
tomate distribuidos entre el departamento de Lima e Ica, en donde se recolectaron un total

de 84 plantas de tomate (hojas) para ser analizadas.

Quito

Ecuador
Guayaquils

<

Santia \/
N
de Suvco‘v7 e

'k‘ ¢ /

(] Huacho (] Pachacamac
@ Cafiete [J Lurin
0 Mala @ Pisco (Ica)

Figura 2. Ubicacion de las zonas muestreadas de los campos de tomate

Fuente: Elaboracion propia

Respuesta al objetivo general

En la tabla 5 se aprecia los datos resultantes en el analisis molecular de los virus ARN que
infectan a cultivares de tomate en la costa del Peru, donde de un total de 84 (100%) plantas
de tomate muestreadas y analizadas, 57 (67.9%) de ellas resultaron positivas o presentaron

infeccion por virus y 27 (32.1%) resultaron negativas o con ausencia de infeccion por virus.

Tabla 5.

Resultados de la identificacion molecular de los virus ARN muestreados en los campos de tomate en la costa
del Pais
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Caracteristicas Cantidad Total %

Presencia de virus ARN 57 67.9
Ausencia de virus ARN 27 32.1
Total 84 100

Respuesta al objetivo especifico 01

La tabla 6 nos demuestra los resultados de la prevalencia de los virus ARN en cultivares de
tomate utilizando los cebadores especificos de la tabla 3, de los cuales solo PToMV y
ToBRFV fueron encontrados en este estudio, con un total de 57 plantas infectadas por estos

dos virus.

Ademas de los resultados totales obtenidos se aprecia dos tipos de infecciones, una mono
infeccion con en 09 plantas con presencia de PToMV y 37 plantas con el virus TOBRFV;
también podemos apreciar que hubo una Bi infeccidn con 11 plantas infectadas con PToMV
y ToBRFV ala vez.

Tabla 6.

Resultados del tipo de infeccion que se encontro de las 57 plantas analizadas

Tipo de Infeccion

~ Cantidad de plantas Cebadores especificos de Virus ARN
infectadas por virus ARN Mono infeccion Bi infeccion
Peru Tomato Mosaic Virus (PToMV) 9 (10.7%)
11 (13.1%)
Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToOBRFV) 37 (44%)
ToMV 0 0
57 (67.9%)
TYLCV 0 0
ToLDeV 0 0
ToLCD 0 0
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Respuesta al objetivo 02

Los resultados de la tabla 7 apreciamos la presencia y ausencia de infeccion por virus en
cultivares de tomate de las diferentes zonas muestreadas entre los departamentos de Lima e
Ica, en donde se observo la presencia de virus en la mayor parte de los lugares a excepcion

de Lurin (Lima) que no presenta plantas infectadas por virus.

Tabla 7.

Resultados con presencia y ausencia de virus de los campos muestreados de tomate

Localidad  pijsco Cafiete Mala Huacho Pachacamac Lurin Total
Caracteristicas

Presencia de virus 18 15 10 04 10 0 57
Ausencia de virus 02 03 08 08 0 06 27
Total 20 18 18 12 10 06 84

Respuesta al Objetivo 03

La tabla 8 nos muestra los resultados con presencia y ausencia de virus encontrados en las
diferentes variedades de cultivares de tomate estudiadas en esta tesis, donde la mayor
cantidad de variedades presentan infeccidn por virus, pero la variedad Arbazon es la Unica

con ausencia de virus.

Tabla 8.

Resultados obtenidos de las infecciones por virus analizados por las diferentes variedades de tomate

Variedad Bisonte Rex Montesuma Galilea Katia Matusalem Runner Pai Pai Arbazén Total
Caracteristicas
Presencia de virus 03 07 02 25 03 07 06 04 0 57
Ausencia de virus 0 02 01 07 03 08 0 0 06 27
Total 03 09 03 32 06 15 06 04 06 84
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Analisis bioinformatico del material genético del virus ARN secuenciado

Para lograr corroborar que los cebadores disefiados pertenecen a los virus encontrados en el
estudio, nuestras muestras secuenciadas fueron comparadas con las cepas de virus ya
reportadas en el GenBank del NCBI.

Segun el analisis realizado se obtuvo un porcentaje de similitud de 95.7% de nuestra muestra
en estudio con la cepa PToMV con codigo NC_004573.1 y 100% de similitud de nuestra
muestra con la cepa de TOBRFV con cddigo NC_028478.1 reportadas del NCBI. Luego, se
procedio a realizar una comparacion con la cepa control y con otros virus también reportados
para elaborar un analisis filogenético de estos virus y comprobar que estos virus tienen una

relacion. Esto se puede apreciar en las figuras 3 y 4.

Peru Tomato Mosaic Virus-PToMV-T23 «

’ Peru Tomato Mosaic Virus/NC 004573 1
- Tomato Mosaic Virus/NC 002692 1

Potato Virus Y/NC 001616.1

— Pepino Mosaic Virus Sp-13/NC 004067.1

— Bean Yellow Mosaic Virus/NC 0034921

Arracacha Mottle Virus/NC 018176.1

Alstroemeria Mosaic Virus/NC 042135 .1

Figura 3. Elaboracion de la filogenia con las secuencias de las muestras estudiadas con el virus reportado en
el NCBI
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Potato Virus Y/NC 001616 .1

Alstroemeria Mosaic Virus/NC 0421351

“7 . Peru Tomato Mosaic Virus/NC 004573 1

FPepino Mosaic Virus Sp-13/MNC 004067 .1

Tomato Mosaic Virus/MNC 002692 1

— Tomato Brown Rugose Fruit Virus/NC 0284781
Tomato Brown Rugose Fruit Virus-ToBRFV-TO& «

— Arracacha Mottle Virus/NC 0181761

Bean Yellow Mosaic Virus/MNC 003492 1

Figura 4. Elaboracion de la filogenia con las secuencias de las muestras estudiadas con el virus reportado en
el NCBI
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Capitulo V. Discusién

5.1 Discusién de resultados

El reporte de los analisis, encontramos que la infeccién por Tomato Brown Rugose Fruit
Virus (ToBRFV) esta concurrente en mayor cantidad y en segunda posicién encontramos al
Peru Tomato Mosaic Virus (PToMV), lo que hace que los cultivos de tomate en el estudio
tengan como patdgenos principales a estos dos virus, que infectan muy facilmente y se
propaga con facilidad en la gran parte de las plantas de tomate. De acuerdo con estos
resultados y los analisis bioinformaticos utilizados comprueban la presencia de estos virus
en el pais. En la investigacion de Zhang (2022), al analizar semillas de tomate y pimiento
exportadas del PerU a paises europeos y norteamericanos encontraron en sus estudios al
ToBRFV, pero no han sido reportados en esta parte del continente. Los estudios de
Sepulveda et al. (2011) en Chile y de Insuasti et al. (2016) en Ecuador, en donde encontraron
la presencia de PTOMV en plantas de tomate, lo cual nos informa que estos virus han sido
estudiados en otras partes del continente, pero menos en el Per( su principal centro de origen,

ya que no se encuentra un reporte oficial de este virus en el pais.

Los resultados obtenidos en este estudio sobre mono infecciones vy biinfecciones se
encuentran en las 57 plantas positivas para virus. Ya que tal como menciona Syller (2012),
las monoinfecciones son muy comunes, pero las bi infecciones o infecciones mixtas son
poco encontradas, este tipo de infecciones dan lugar a una gran variedad de interacciones
virus-virus dentro del huésped. Algunos pueden resultar en la generacion de variantes que
muestran nuevas caracteristicas genéticas y por lo tanto cambien la estructura genomica de
las diversas variedades de los virus, y en consecuencia causar problemas para el desarrollo
de métodos de control eficientes. Como destacan Renteria-Canett et al. (2011), el nimero
de informes sobre infeccion mixta se ha incrementado recientemente, lo que proporciona un
conocimiento valioso que puede ser util en el control de enfermedades complejas. Hasta el
momento Zhang (2022), no informa que solo se han observado interacciones sinérgicas en
infecciones mixtas relacionadas con ToBRFV con otros virus que no resultaron positivos en

el estudio.

Los resultados mostrados de los analisis de los seis campos de tomate muestreados en el cual
encontramos infeccion en cinco de ellos, a comparacién del estudio realizado por Llacza

(2019) en donde solo logro identificar virus en la zona de La libertad del total de sus tres
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zonas estudiadas; tampoco encontro presencia en el distrito de Lurin (Lima), donde al igual

que este estudio no pudo encontrar ningun virus.

Capitulo VI. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

De las 84 plantas de tomate que presentaron sintomatologia por infeccion viral en
campo, se corrobord la presencia por ensayos de biologia molecular por RT-PCR,;
resultaron positivas 57 plantas para los virus PToMV y ToBRFV.

Se realiz6 la estandarizacion de un protocolo de colecta de hojas para evitar la
degradacion del ARN de los virus, ya que la calidad del ARN influye mucho en los
analisis posteriores.

Se logrd estandarizar un protocolo de tiempo y temperatura en el proceso del
termociclador.

Se logré una identificacion mediante secuenciacion nucleotidica de los virus ARN

que infectan al tomate.

6.2 Recomendaciones

Se sugiere continuar los estudios con el fin de establecer un mapa de presencia de
estos virus en las zonas agricolas donde se cultivan tomate en todo el pais, ademas
de realizar méas estudios en la zona de Lurin, ya que es un punto donde no se
encontraron infeccién por virus, no solo en esta investigacion sino en otras ya
reportadas.

Realizar futuros trabajos a nivel de genémica de los virus, ya que se cuenta con stock
de tejido vegetal.

Realizar investigaciones de identificacion molecular de virus que dafian a otros

cultivos vegetales de consumo humano en nuestro pais.
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ANexos

A continuacion, se muestran las evidencias del trabajo de investigacion desarrollado, asi
como documentos, fotografias y cuadros pertinentes.

Anexo 1

Fotografia de la zona de muestreo

Figura 1. Campo de Tomate en la Localidad de Pisco - Ica.

Anexo 2

Fotografia de los frutos de tomate

Figura 2. Frutos de tomate con dafios por maduracidn irregular producto del virus.
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Anexo 3

Fotografia de las hojas de las muestras de tomate con dafio ocasionado por virus

Figura 3. Hojas con sintomatologia viral A. Mosaico, necrosis y enrollamiento en las hojas B. Mosaico y
clorosis de la hoja y C. Mosaico y deformacion de la hoja.

Anexo 4

Fotografia de la recoleccién de muestras de las hojas de cultivares de tomate

Figura 4. Muestreo de plantaciones de tomate con sintomatologia viral.
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Anexo 5

Fotografia del procesamiento de las muestras

Figura 5. Molienda del tejido vegetal con nitrégeno liquido.

Anexo 6

Fotografia de la procesamiento de las muestras de tomate

Figura 6. Extraccion de material genético total de las muestras de tomate.
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Anexo 7

Fotografia del gel de agarosa con muestras de ARN

e - o DS - bl

Figura 7. Gel de agarosa con muestras de la extraccién de ARN totales de la planta de tomate.

Anexo 8

Fotografia del gel de agarosa con muestras de los amplificados de TOBRFV

Figura 8. Gel de agarosa con muestra positiva para TOBRFV.
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Tabla 1.

Anexo 9

Datos del muestreo de tomate en los diferentes campos de cultivo y los resultados del analisis molecular.

Lugar de Plantas Ubicacion Variedades Sintomatologia de la planta
muestreo colectadas GPS
Pisco (Ica) 20 S-13.752624, Galilea Mosaico, enrollamiento, necrosis, deformacién de la hoja y
W-76.174181 maduracion irregular de frutos
Cafiete (Lima) 18 S-13.016564, Bisonte, Rex y Mosaico, enrollamiento, necrosis, amarillamiento y
W -76.416802 Matusalem deformacion de la hoja
Mala (Lima) 18 S -12.606664, Galilea y Katia Mosaico, amarillamiento, enrollamiento, necrosis, deformacion
W-76.65509 de la hoja y maduracion irregular de frutos
Huacho (Lima) 12 $-11.198441, Matusalén Mosaico, amarillamiento, enrollamiento, necrosis y
W -77.561498 deformacion de la hoja
Pachacamac 10 S$-12.174893, | Runnery PaiPai | Mosaico, enrollamiento, amarillamiento, necrosis, deformacion
(Lima) W-76.863232 de la hoja y maduracion irregular de frutos
Lurin (Lima) 6 S -12.249072, Arbazon Mosaico, necrosis, amarillamiento y deformacion de la hoja
W -76.871026
Anexo 10

De las diferentes zonas muestreadas de la costa del pais se observo la prevalencia de los

virus PToMV y ToBRFV los cuales fueron prevalentes en la gran parte de las variedades de

tomate siendo una variedad totalmente negativa a la totalidad de virus.

Tabla 2.
Resultados obtenidos de los virus encontrados por las diferentes zonas de muestreo de los campos de tomate
enlcayLima
Virus Pisco | Cafiete | Mala | Huacho | Pachacamac | Lurin
Peru Tomato Mosaic Virus (PToMV) - + + + - -
Tomato Mosaic Virus (ToMV) - - - - - -
Tomato yellow leaf curl Virus (TYLCV) - -
Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) + + + + + -
Tomato Leaf Deformation Virus (ToLDeV) - - - - - -
Tomato Leaf Curl Disease Virus (ToLCD) - - - - - -
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Anexo 11

Tabla 8.

Resultados obtenidos de la infeccion por virus encontrados en las diferentes variedades de tomates analizados.

Virus Bisonte Rex Montesuma Galilea Katia Matusalem  Runner Pai Pai Arbazén

Peru Tomato Mosaic + + + + + + - - -
Virus (PToMV)

Tomato Mosaic Virus - - - - - _ - - R
(ToMV)

Tomato yellow leaf curl - - - - - - - - -
Virus (TYLCV)

Tomato Brown Rugose + + + + + + + + _
Fruit Virus (ToBRFV)

Tomato Leaf Deformation

Virus (ToLDeV)
Tomato Leaf Curl Disease - - - - - - - - -
Virus (ToLCD)
Anexo 12
Cromatograma de muestras de Peru Tomato Mosaic Virus (PToMV)
B Piate1_D09_PToMV-Rab1 - Chromas - o X
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Figura 9. Cromatograma del virus PToMV
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Anexo 13

Cromatograma de muestras de ToBRFV
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Figura 10. Cromatograma del virus TOBRFV

Anexo 14

it Alignments BJDownload v GenBank Graphics Distance tree of results

Description Max | ol
Score Score

j [ Petu tomato mosaic virus isolate Cuzqueno? polyprotein mRNA partial eds 114 114

‘ Peru tomato mosaic virus complete genome 14 114
|0 Pemw tomato virus partial gene for polyprotein. 3' end genomic RNA isolate 71 102 102
| Pem tomato virus partial gene for polyprotein, 3’ end genomic RNA isolate VZ 93.3  93.3
; [ Peru tomato virus proviral partial cp gene for coat protein isolate TM 837 887
O Peru tomato virus proviral partial cp gene for coat protein isolate LS6 887 887
[ Peru tomato virus proviral partial cp gene for coal protein isolate L S1 887 887
% [0 Peru tomato mosaic virus isolate Ca_Sal polyprotein gene, complete cds 833 833
(O Potato virus V isolate Cus098. complete genome 707 707
1 (0 Ecuadorian rocoto virus isolate Rocoto polyprotein mRNA partial cds 707 707
| Pentomato virus gene for polyprotein_genomic RNA isolate PPK11 707 707
|0 Potato virus V isolate Apu069, complete genome 66.2 662
‘ O Bgmansia mosaic virus gene for coat protein. partial cds, isolate. SW 644 644
i (0 Brugmansia mosaic virus strain SK_complete genome 644 644
\ (0 Brugmansia mosaic virus isolate D-437 _complete genome 554 554
[0 Potato virus V. polyprotein gene. partial cds 52.7 527
1 [0 Zucchini tigre mosaic virus isolate HFL_complete genome 509 509
3 (0 Zucchini tigre mosaic virus isolate Q10,_complete ganome 509 509
| O Zucchini tigre mosaic virus isolate VET-041 polyprotein gene. partial cds 509 509
|0 Zucchinitigre mosaic virus isolate GP98-44 polyprotein gene. partial cds 509 509
: [0 Squash chlorosis mottling virus isolate HFL polyprotein gene partial cds 509 509

Figura 11. Se observan las secuencias alineadas con BLAST del
reportados en el GenBank del NCBI con un 95.71% de identidad.
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Accession
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Anexo 15

it Alignments [EDownload + GenBank Graphics Distance iree of result
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Deseription

Tomato brown rugose fruit virus isolate Zar-Kp coat protein (CP) gene, compl

Tomato brown rugose fruit virus isolate JoNS-Soln._partial genome
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Tomato brown rugose fruit virus iselate 41845131, complete genome

Tomato brown rugose fruit virus isolate 33613331, complete genome
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Tomato brown rugose fruit virus iselate 40002270, complete genome

Tomato brown rugese fruit virus isolate 40002289, complete genome

Tomato brown rugese fruit virus isclate 41108421, complete genome

Tomato brown rugase fruit virus isolate 41108448, _complete genome
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Score Score | Cover
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Accession

Qil2385384960|0M3866T3.2
gil2312657949/0P00342 1
gil2311047298/0MB07073.1
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Qil2289973204|0KE24678.1
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gil2201445757/0M515269.1
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Figura 12. Se observan las secuencias alineadas con BLAST de ToBRFV con virus ya reportados
GenBank del NCBI con 100% de identidad.
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