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Resumen

El virus rugoso del tomate (ToBRFV) fue reportado por primera vez en México en 2018.
Este virus afecta a las plantas de tomate, pimiento y berenjena y puede causar pérdidas
econdmicas significativas en su produccion. En el presente trabajo de investigacion se
desarroll6 la técnica de deteccion por hibridacion molecular (Dot-Blot) para TOBRFV con la
construccion por transcripcion de dos sondas complementarias a dos regiones en los marcos
de lectura 3 y 4 del genoma viral de TOBRFV; BRF-S457 y BRF-S1065, respectivamente.
Las sondas fueron amplificadas clonadas y marcadas con Digoxigenina-11-UTP por
transcripcion. Adicionalmente, se secuenciaron dos aislados de ToBRFV (ToBRFV-Mx-Ja
y ToBRFV-Mx-Hgo) provenientes de los estados de Jalisco e Hidalgo para su
caracterizacion. Por ello, se realizaron amplificaciones por RT-PCR del genoma total de cada
aislado y purificaciones. Los datos obtenidos fueron analizados para estudiar sus estructuras

gendmica y poblacional.

La sonda BRF-S457 perteneciente a la CP demostro capacidad de hibridacion al ARN viral
tanto en extractos de ARN gendémico como en ARN sintetizado in vitro con una
concentracion de 0.085 ng/ml. Su umbral de deteccion del virus fue de 1 pg/pl.
Adicionalmente, se comprob6 su aplicacion en ensayo de prospeccién de un terreno y la
posibilidad de ser utilizada para deteccion semicuantitativa. La sonda BRF-S1065
perteneciente a la MP, mostrd eficiencia en la deteccion de ARN viral a una concentracion
de 1 ng/ml, su umbral de deteccion fue 50 pg/ul, y se comprobd la posibilidad de usarla para

analisis semicuantitativo.

Las secuencias de los aislados analizados fueron obtenidas a partir de cDNA amplificados
por RT-PCR. En el caso de TOBRFV-Mx-Ja, se obtuvieron dos cDNA de 4.7 y 2.7 kb que
fueron clonados posteriormente y en el caso de ToBRFV-Mx-Hgo, se obtuvieron siete
fragmentos de tamarfios variables entre 0.66 y 1.7 Kb. Los analisis posteriores mostraron que
los dos aislados conservan su estructura genémica, se determinaron los 4 marcos de lectura
ORFs y sus dominios funcionales descritos previamente en el género Tobamovirus al cual
pertenece ToBRFV. No se detectaron inserciones o deleciones a lo largo del genoma

comparado con secuencias de ToBRFV publicados en la base de datos NCBI. La estimacion
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de la diversidad genética en posicidn sinénima de toda la poblacion (genoma total) fue de
0.0071 £0.0008 para la poblacion regional (29 aislados de México, Estados Unidos y Canadé)
y de 0.0057+0.0001 para la poblacion mundial (64 aislados internacionales). Nuestros
resultados muestran la eficiencia de las sondas generadas para detectar virus en ensayos de
estudios con gran nimero de muestras y la posibilidad de ser utilizadas como técnica
semicuantitativa de la carga viral. Hasta el momento no se ha confirmado la especificidad y
la sensibilidad de las sondas por lo cual no es recomendable para diagndstico temprano en el
campo. Por otra parte, esta tesis ofrece datos de dos nuevos aislados de ToBRFV en México

como primer paso para estudios posteriores.
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I. Introduccion

La palabra virus procedente del latin virus significa veneno o toxina (Gazquez Martinez,
2023). Un virus vegetal es un agente infeccioso microscopico, que contiene un solo tipo de
acido nucleico, ADN o ARN envuelto en una capside proteica o lipoproteica. Los virus no
tienen la capacidad de replicarse por si mismos, estos deben invadir células de otros
organismos para utilizar su maquinaria de replicacion y asi poder producir copias de ellos

mismos en muy poco tiempo (Gray y Banerjee, 1999).

Los tobamovirus son virus de ARN monocatenario de sentido positivo de la familia
Virgaviridae. La estabilidad de su estructura, y su capacidad de persistir largo tiempo en el
suelo, drenaje o agua de riego tienen una gran importancia epidemioldgica ya que esto
conlleva a una rapida diseminacion, causando brotes de enfermedades en todo el mundo. El
género de Tobamovirus consta de varios patégenos como el virus del mosaico del tomate
(ToMV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del moteado de tomate (TOMMV), virus
del moteado suave del pimiento (PMMoV) y el virus del Mosaico Verde Jaspeado del Pepino
(CGMMV) (Zhang et al., 2022). Recientemente el virus rugoso del tomate (ToBRFV) surgid
como un nuevo miembro de esta familia, el cual se describi6 por primera vez en 2016 en
Jordania (Salem et al., 2016).

ToBRFV fue reportado en México por Cambrén-Crisantos et al., (2018). Este virus afecta a
las plantas de tomate y puede causar pérdidas econdémicas significativas en la industria
agricola. En México aun no se cuenta con informacion que refiera a pérdidas econémicas y
umbrales de infeccion por ToBRFV (Nolasco-Garcia et al., 2020). Sin embargo, de acuerdo
con el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) se
ha detectado este virus en los cultivos de tomate y chile pimiento, “siendo Sinaloa, Yucatan,
Tamaulipas, Zacatecas, Michoacan, Guanajuato, Jalisco, Baja California, los estados con
mayor prevalencia, y que afectaria a las 47,151 hectareas sembradas de jitomate y mas de
151,607 hectareas de Chile a nivel Nacional” (SIAP, 2020).
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Debido a la alta estabilidad que poseen los tobamovirus, se consideran buenos candidatos a
ser usados como herramientas biotecnoldgicas, especialmente en la agricultura y en la
medicina. Su transformacion a clones infectivos 0 su uso como vectores virales exige como
primeros pasos: (i) identificar y caracterizar el aislado con que se trabaja, (ii) clonar su
genoma en un vector binario, (iii) verificar y analizar su efectividad para transformar plantas.
Durante cada uno de estos pasos se requiere de una confirmacién continta, por lo tanto, se
necesita de un método de deteccion fiable, barato y rdpido. Actualmente la técnica de RT-
PCR es la mas usada, sin embargo, esta técnica es relativamente cara cuando se trabaja con

un namero grande de muestras.

Esta tesis tiene como objetivo fundamental establecer una base sélida para utilizar un aislado
de ToBRFV como una herramienta biotecnolégica aplicable. El TOBRFV es un patdgeno que
afecta al cultivo de tomate y otras solanaceas, causando importantes pérdidas econdémicas en

la agricultura, en este proyecto se abordan dos aspectos importantes:

En primer lugar, se desarrolla una técnica de hibridacién molecular utilizando una sonda
marcada con digoxigenina para la deteccion eficiente y fiable del TOBRFV. La hibridacion
molecular es una técnica altamente especifica que permite detectar la presencia del virus
mediante la unién de la sonda marcada con secuencias especificas del genoma viral. Esta
técnica ofrece ventajas significativas en terminos de sensibilidad y precision en la deteccion
del virus, lo que la hace ideal para su aplicacion en programas de monitoreo y control de

enfermedades en cultivos.

El desarrollo de esta técnica de deteccion molecular es un paso importante en la lucha contra
el ToBRFV, ya que proporciona una herramienta confiable y eficiente para la identificacion
temprana del virus en los cultivos. Esto permite a los agricultores y autoridades fitosanitarias
tomar medidas preventivas y de control de manera oportuna, reduciendo asi el riesgo de

propagacion y los dafios econdmicos asociados a esta enfermedad.

En segundo lugar, se lleva a cabo una caracterizacion molecular de dos aislados del TOBRFV
obtenidos de las regiones de Jalisco e Hidalgo. Esta caracterizacion implica el analisis de la

secuencia genética del virus, asi como la identificacion de sus distintas variantes y posibles
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mutaciones. Este paso es crucial para comprender la diversidad genética del virus y su

comportamiento en diferentes condiciones ambientales y geograficas.
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I1. Antecedentes

1.1 El virus rugoso de tomate

El virus rugoso de tomate (ToBRFV de sus siglas en inglés “Tomato Brown Rugose Fruit
Virus”) pertenece al género Tobamovirus y a la familia Virgaviridae. Es un virus emergente
que ha afectado la produccion de tomate en diferentes partes del mundo, se transmite
principalmente por contacto directo entre plantas infectadas y sanas, a traves de herramientas
de poda, manipulacion y por semillas contaminadas (Cambron-Crisantos et al., 2018) (Tabla
1). Su virion tiene la forma de un bastdn y consiste de una sola cadena de ARN con polaridad
positiva (sSRNA+) envuelta de una capa proteica (del inglés capsid protein, CP). Su genoma
mide alrededor de 6,400 nucledtidos (nt), con una organizacion tipica de tobamovirus y
consta de cuatro marcos de lectura abiertos (ORF, del inglés open reading frame) (Figura 1):
los primeros ORFs (ORF1a y ORF1b) codifican dos proteinas relacionadas con la replicacion
del virus de 126 kDa y 183 kDa, respectivamente. Los ORFs 2 y 3 codifican las proteinas de
movimiento (del inglés movement protein, MP) y de la capside (CP) a través de dos ARN
subgendmicos sgARN1 y sgARN2 y con unos tamafios de 30 kDa y 17.5 kDa,
respectivamente (Spiegelman y Dinesh-Kumar, 2023).

Cuando la particula viral entra a la célula, su genoma se separa de la capside, y forma un
complejo con las proteinas de replicacion y con la MP, el reticulo endoplasmico y los
microtUbulos de la célula. Las proteinas de replicacion aseguran la multiplicacion viral,
mientras que MP asegura el desplazamiento del ARN viral a otras células por los
plasmodesmos formando focos de infeccion en la hoja infectada. La proteina de la capside se
polimeriza para formar nuevas particulas virales de 300 x 18 nm y son necesarios para que
con el movimiento a larga distancia dentro de la planta pueda alcanzar otros 6rganos usando

el sistema vascular de una planta a otra (Spiegelman y Dinesh-Kumar, 2023).

Ademas del tomate, el ToBRFV también se ha detectado en el pimiento (Ortiz-Martinez
et al., 2021) y en la berenjena (Matsushita et al., 2024). Su rapida propagacion ha llevado a

gue en varios paises se hayan implementado medidas de control y prevencion para evitar su
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diseminacion. Estas medidas se basen principalmente en utilizar semillas sanas (libres de
virus), el uso sugerido de varios desinfectantes de semillas, sitio de produccion libre de
ToBRFV, rotacion de cultivos, desinfeccion de los instrumentos de siembra como: cuchillos,
contenedores, bandejas, carros y tuberias de riego. Todo el personal de trabajo deben seguir
protocolos de higiene y en dado caso que se presente una infeccion de TOBRFV se deben

erradicar todas las plantas infectadas y sospechosas (Zhang et al., 2022).

RT
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Figura 1. Representacion del genoma (sSARN) del virus rugoso del tomate (ToBRFV) y los
dos subgenomicos (sgARNS) correspondientes. Las flechas verticales sefialan las proteinas
expresadas (tamafio y dominios importantes). La flecha horizontal refiere a que la proteina
del ORF1b resulta de la supresion [el ribosoma ignora una sefial de terminacion, codén de
parada y continda sintetizando la cadena polipeptidica (Read Through)] del codén de
terminacion de ORF1a. El genoma y sus subgenémicos inician con la estructura Cap (5"m’G)
y terminan con OH. Imagen obtenida de Caruso et al. (2022).
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Tabla 1. Diseminacion mundial del virus rugoso del tomate (TOBRFV). Adaptado de (Nolasco-Garcia et al., 2020)

Lugar de deteccion.

Fecha de reporte.

Hospedero.

Meétodo de deteccion.

Referencia.

Jordania.

Westphalia, Alemania.

Baja California, México.

California, Estados Unidos.

Michoacén, México.

Sicilia, ltalia.

Antalya, Turquia.
Shandong, China.

Sur de Inglaterra.
Alemania.
Grecia.

Paises bajos.

Palestina.

Egipto.

Abril 2015

Julio 2018

Julio 2018

Septiembre 2018

Septiembre 2018

Octubre 2018

Enero 2019
Abril 2019

Julio 2019
Julio 2018
Verano-otofio 2019

Octubre 2019

2019

Junio 2019

Solanum. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

Capsicum. annum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum
No mencionado

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum cv.
Elquds E448

ELISA, RT-PCR, ensayos en plantas, secuenciacion del
genoma

Ensayos en plantas, RT-PCR, secuenciacién del genoma

RT-PCR

ELISA, RT-PCR, microscopio de electrones, ensayos en
plantas, secuenciacion del genoma

RT-PCR, TEM, secuenciacion del genoma

RT-PCR, ensayos en plantas, secuenciacion del genoma

RT-PCR, secuenciacién del genoma, ensayos en plantas,

ELISA, RT-PCR, ensayos en plantas, secuenciacion del
genoma

No mencionado
PCR
RT-PCRy ELISA

DAS-ELISA, RT-PCR en tiempo real y Illumina
RNAseq.

RT-PCR

(Salem et al., 2016)

(Menzel et al., 2019)

(Camacho-Beltran et al., 2019)

(Luria et al., 2017)

(Cambron-Crisantos et al., 2018)

(Panno et al., 2019)

(Fidan et al., 2019)
(Yanetal., 2019)

(Skelton et al., 2019)
(Menzel et al., 2019)
(Beris et al., 2020)

(van de Vossenberg et al., 2020)

(Alkowni et al., 2019)

(Amer y Mahmoud, 2020)
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1.2 Métodos de deteccion del ToBRFV
La deteccion del ToBRFV en muestras de hojas, semillas o frutos de plantas ha involucrado
el uso de diversas técnicas. Si bien muchas de estas técnicas fueron originalmente
desarrolladas para detectar otros virus, su adaptacion para el TOBRFV es fundamental debido
a su notable capacidad de propagacion mecanica o por semilla. Esto resalta la importancia
de detectar este virus de manera temprana. La mayoria de las técnicas efectivas para detectar
el TOBRFV son de naturaleza molecular o seroldgica, dado que cumplen con los criterios de
rapidez y especificidad necesarios para abordar la deteccién temprana de este virus. Sin
embargo, también se han explorado recientemente algunas como; ELISA, RT-PCR, RT-
LAMP, CRISPR-Cas, entre otras, para su deteccion y ampliando asi el espectro de

herramientas disponibles en la lucha contra esta enfermedad.

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) es una técnica
comun y sensible para detectar el TOBRFV, se basa en el uso de oligonucleotidos especificos,
que son capaces de amplificar una zona conservada del genoma de los aislados de TOBRFV,
capaz de distinguir a este virus de otros aislados externos. Esta técnica fue usada en el articulo
que describio por primera vez este virus (Salem et al., 2016), en la figura 2 se presentan todas
las regiones del genoma total del virus que han sido utilizadas por diferentes autores para su
identificacion. La regién CP es la mas utilizada debido a que es considerada conservada y
especifica. La figura incluye las referencias correspondientes de cada autor. Un ejemplo de
un estudio gque ha utilizado esta técnica de RT-PCR es el realizado por Rodriguez-Mendoza
et al. (2019), quienes disefiaron oligonucleotidos especificos (ToBRFV-FMX y ToBRFV-
RMX), que hibridan en la region codificante de la RARP correspondiente al ORF1 a una
temperatura de 55 °C que permiten la amplificacién de un fragmento de 475 pb.
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ORF1 ORF2 ORF3 ORF4

5 1 2 3 4 5 6 3
| 1 1 | 1 1 T L |
Zhi-yong et : Alkowni et al., 2018 Panno et al., 2019
L. 2021 Rodriguez- 3688 - 4718
al., 5722-6179
618 - 1220 Mendoza et al.,
B 2019
Fid L 2021 2057-2531 Ma et al., 2021 Ma et al., 2021
idan et al., 5125-5715 i
500-1071 5500 - 6340
(Ahmed et al., 2021)

(Alkowni et al., 2019)
714-1273

Figura 2. Representacion de las regiones utilizadas para la identificacion del TOBRFV por
RT-PCR.

Otra técnica molecular utilizada para deteccién del TOBRFV es por amplificacién isotérmica
mediada por bucle de trascripcion inversa (RT-LAMP) y deteccion visual (visual RT-LAMP)
donde se analizaron hojas y semillas de pimiento y tomate. Utilizaron la secuencia publicada
en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI),
especificamente con el nimero de acceso MN815773, como referencia para disefiar los
oligonucleotidos especificos al virus utilizando el software LAMP Designer (OptiGene
Limited, Horsham, Reino Unido), (ToBRFV_B3, ToBRFV-F3, ToBRFV_FIP,
ToBRFV_BIP, ToBRFV_LoopB y ToBRFV_LoopF) que amplifican fragmentos de 278 y
163 pb, respectivamente. De acuerdo con los autores las pruebas de especificidad y
sensibilidad para RT-LAMP y visual RT-LAMP son del 100% con un limite de deteccion de
2,25 femtogramo por microlitro (fg/uL) (1 fg/uL = 1000000 ng), también compararon su
técnica con la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (RT-
gPCR) utilizando el colorante SYBR Green, arrojando parametros de eficiencia similares a
la RT-LAMP (Dietzgen et al., 2021).

Se ha empleado otra técnica molecular de vanguardia, conocida como CRISPR-Cas (del
inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-associated systems Cas),
para la identificacion especifica tanto del virus rugoso del tomate (TOBRFV) como del virus
del mosaico del tomate (ToMV). Para ello, se disefiaron ARNs guias CRISPR (crRNA)
especificos para cada virus utilizando el sistema computacional CRISPOR. Posteriormente,
fusionaron ambas secuencias en un mismo crRNA y las insertaron en un promotor T7. Segln
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los autores, esta estrategia les permitié detectar la presencia de ToMV y ToBRFV a partir de
15 a 30 nanogramos (ng) de producto de RT-PCR, incluso en mezclas con ambos virus. Esta
innovadora técnica representa un avance significativo en la deteccion precisa y especifica de
virus en plantas, proporcionando una herramienta valiosa para la investigacion y el control

de enfermedades virales en cultivos de tomate (Alon et al., 2021).

Asi mismo, los métodos serologicos son ampliamente implementados en la deteccion del
ToBRFV, destacandose un estudio realizado en China. En este estudio se produjeron
anticuerpos monoclonales sensibles y especificos a TOBRFV utilizando viriones de TOBRFV
purificados como inmundgeno y también desarrollaron una tira inmunocromatogréafica de oro
coloidal (CGCS). Los autores probaron ambas técnicas descritas en siete tobamovirus y tres
que infectan solamente a tomate. En dicho estudio muestran una sensibilidad limite en
diluciones de 1:6,400 y 1:10,000 (p/v, g/mL) de tejido infectado para ambas técnicas dot-
ELISA y CGICS (Zhao et al., 2024). Segun los autores, la empresa Agdia (EE.UU) ha
comercializado un kit de diagnostico basado en la técnica de ELISA (Tomato brown rugose
fruit virus (ToBRFV) ImmunoStrip®), sin embargo, existe el riesgo de una deteccion cruzada
con virus de la familia Tobamovirus como el TMV y ToMV. Por lo tanto, argumentan que el
CGICS puede ser empleado como una deteccidn rapida y sensible en campo a ToOBRFV sin

necesidad de equipos ni de un laboratorio.

Recientemente, se han implementado técnicas innovadoras para la deteccion del ToBRFV,
resaltando la propuesta por Edith y sus colaboradores en 2023 (Edith et al., 2023). Esta
técnica se basa en el uso de compuestos organicos volatiles (VOCs) como biomarcadores de
algunas enfermedades que afectan al cultivo del tomate, incluyendo el ToBRFV. En su
estudio, las plantas de tomate fueron inoculadas con el virus y se analizaron en diferentes
momentos post infeccidn (pi), especificamente a las 3, 6 y 24 horas. Segun los autores, desde
las 3 horas pi con el virus, se logré detectar la presencia de varios VOCs, incluyendo
ocimeno, cimol, verbenona y farnesol. A las 6 y 24 horas pi, se detectaron los VOCs cimol,
verbenona y farnesol, los cuales se identificaron como indicadores significativos para la
deteccidn indirecta del ToBRFV. Otro avance significativo es el método de deteccion del
ToBRFV mediante vision por computadora en imagenes RGB (del inglés red, green y blue)
desarrollado por Angélica et al. (2023). Estos autores disefiaron una metodologia propia y
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encontraron que las redes neuronales y las maquinas de soporte vectorial fueron los mejores
clasificadores para identificar el TOBRFV en hojas de tomate. Estos clasificadores lograron

una exactitud del 84%, con precisiones del 85% y 82%, respectivamente.

La hibridacién molecular con sondas marcadas (método dot-blot), es una técnica de deteccién
comun en virologia molecular, se aumenté su uso con el desarrollo de precursores no
radiactivos como la digoxigenina (Pallés et al., 2017). Esta técnica implica la aplicacion
directa de un acido nucleico sobre membranas de nitrocelulosa o nylon y su posterior
deteccién con sondas especificas de viroides. Las sondas se sintetizan incorporando
digoxigenina (DIG) en transcritos de ARN mediante transcripcion in vitro. Las muestras que
pueden ser ARN totales o0 ARN viral purificado se fijan a la membrana con luz UV. La
deteccibn con el sistema DIG, fue desarrollada por la empresa Roche
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, German), donde se optimizaron varios factores que
podrian afectar la eficiencia de la hibridacion ARN:ARN como la temperatura, la
concentracion de sal y los desajustes de bases y la inclusion de aceleradores de hibridacion
(Barratt y Arkell, 2020; Pallas et al., 2017).

1.3. Clonacién y caracterizacion molecular de aislados en el mundo

El primer reporte sobre la secuencia del genoma completo del ToBRFV de un aislado de
Jordania fue presentado por Salem et al. (2016). Los autores usaron enzimas de alta fidelidad,
para amplificar el genoma en varios fragmentos y conservarlos en plasmidos de clonacion
(pCRBIlunt de Invitrogen). La secuenciacion se llevo a cabo utilizando la técnica de Sanger,
y actualmente se encuentra en la base de datos del NCBI con el nimero de acceso KT383474.
Chanda et al. (2020) examinaron muestras de California, secuenciando el genoma completo
del ToBRFV mediante la técnica de Illumina. Su secuencia esta disponible en el NCBI con
el nimero de acceso MT002973.

Por otro lado, Zhi-yong et al. (2021) amplificaron el genoma total del TOBRFV utilizando
muestras de China mediante RT-PCR. Posteriormente, clonaron el genoma en un vector
PCB301 vy realizo la secuenciacion utilizando el método de Sanger. La informacion de esta
secuencia se encuentra en el NCBI con el nimero de acceso MT018320. Finalmente, un
estudio que reporta por primera vez la presencia del TOBRFV en Suiza ensamblo el genoma

completo del virus, con un tamarfio de 6386 pb. Este genoma fue secuenciado mediante la
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técnica lllumina en un servicio externo. La secuencia obtenida esta registrada en el NCBI
con el nimero de acceso OM305070 (Mahillon et al., 2022). Se han realizado diversos
trabajos de secuenciacion del genoma completo del ToBRFV en México. Un ejemplo es el
estudio llevado a cabo por Camacho-Beltran y colaboradores (2019). En este trabajo, los
autores disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar dos fragmentos del genoma
utilizando una enzima de alta fidelidad. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron
clonados en el vector pPGEM-T Easy Yy se secuenciaron estos clones por separado. Luego, las
secuencias obtenidas fueron unidas para obtener el genoma completo del ToBRFV, que tiene
un tamarfio de 6189 pares de bases (pb). Esta secuencia se encuentra disponible con el nimero
de acceso MK319944 en la base de datos del NCBI.

Un clon infectivo (CI) de ADNCc se crea a partir de copias estables de ADNc de secuencias
virales. Estos clones representan materiales genéticos virales que pueden utilizarse para
establecer infecciones continuas de los virus (Tu etal., 2021). El proceso generalmente
comienza con la amplificacion del genoma completo del virus de interés, que luego se
introduce en un vector de transcripcion utilizando el promotor del bacteriéfago T7 y una
ARN polimerasa del T7, también se utiliza el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV) el cual fue propuesto por Odell et al. (1985).

Los tobamovirus son virus de ARN monocatenario de sentido positivo de la familia
Virgaviridae. La estabilidad de su estructura, y su capacidad de persistir largo tiempo en el
suelo, drenaje o agua de riego los han convertido en alternativas para usarse como
herramientas biotecnoldgicas en este caso como un Cl, tal es el caso de un estudio realizado
en China por Tu et al. (2021) quienes disefiaron un clon infectivo del genoma completo del
virus del mosaico moteado del tabaco (ToMMV). Primero amplificaron el genoma total
mediante la técnica de PCR con una enzyma de alta fidelidad y tres pares de cebadores
especificos, los cuales amplifican tamafios aproximados de 2000 a 2300 pb dejando areas
complementarias entre ellas para posteriormente concatenar los fragmentos y obtener el
genoma completo del ToOMMV, por ultimo lo clonaron en un vector. Una vez construido el
clon infectivo utilizaron huéspedes naturales como Solanum lycopersicum, Solanum

capsicum y Nicotiana benthamiana para agroinfiltrar con el Cl y verificar su funcionamiento.
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Segun las micrografias electronicas se observé una gran cantidad de viriones de ToOMMYV en

forma de varilla rigida en las hojas de N. benthamiana

Hasta el momento, el estudio realizado en China por Xiuling et al. (2021) destaca como la
Unica referencia que ha logrado obtener un clon infectivo de ADNc de genoma completo del
ToBRFV. Analizaron la secuencia gendmica completa de ToBRFV-Y2020-3 con nimero de
acceso MZ004925, la cual consta de un tamafio de 6390 nucle6tidos. Amplificaron dos
fragmentos (A y B) con una zona complementaria, después los concatenaron en el vector
binario pCB301 bajo el control de un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor

HDRz, ribozima del virus de la hepatitis delta: tNOs. Figura 3.

24 bp 34 bp 21 bp
| ]
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pCB301-ToBRFV

Figura 3. Diagrama representativo de la técnica utilizada para conseguir el clon infectivo del
ToBRFV. bp= pares de bases, HDRz= virus del mosaico de la coliflor, tNos= ribozima del
virus de la hepatitis delta. Imagen obtenida de Xiuling et al. (2021).

El estudio de la estimacion del tiempo relativo del ancestro comdn mas reciente (TMRCA)
de ToBRFV fue abordado por Esmaeilzadeh et al. (2023). Utilizando la comparacion de la
relacion de las distancias patristicas entre TOBRFV y otros virus, pudieron construir un arbol
filogenético de méaxima probabilidad que proporciond informacion detallada sobre el tiempo
relativo estimado de cada nodo. En este analisis, se evaluaron siete aislados de ToBRFV junto
con diez aislados de tobamovirus provenientes de diversos paises. La inclusion de estos
aislados en una Unica filogenia permitio estimar el tiempo de divergencia entre TOBRFV y
otros tobamovirus, situandose aproximadamente entre 0,8 y 2,7 unidades de tiempo (datos

de analisis relativos) (Figura 4).
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Se ha estudiado la diversidad genética del TOBRFV, y se ha encontrado la agrupacion de 3
clados distintos, en un clado se agrupan aislados de México, Paises Bajos, Italia, Estados
Unidos, Canada, Egipto, y Per(; otro clado conformado por Francia y otro clado por Bélgica,
Paises Bajos e Inglaterra (Salih Yilmaz, 2023). Sin embargo, en un estudio realizado por
Vargas-Mejia et al. (2023), secuenciaron un aislado mexicano y se comparo con otro aislado
previamente descrito en el pais. Los resultados mostraron que el aislado recién secuenciado
se agrupaba en un clado diferente, junto con aislados de Medio Oriente, Peru, Egipto y los
Paises Bajos. Los autores concluyeron que al menos dos introducciones de ToOBRFV han
ocurrido en México. Dado que México importa una gran cantidad de semillas de los Paises
Bajos, la secuencia publicada sugiere que el aislado podria haber llegado desde este pais
(Figura 5).

El conocer molecularmente su genoma total del TOBRFV es esencial para desarrollar
estrategias efectivas para su control, deteccion y su manejo en cultivos agricolas. Para ello,
es crucial comprender todos los aspectos de su biologia, incluyendo su manera de replicacion,
como afecta a las plantas provocando marchitez, enanismo, deformaciones y halos
conceéntricos, conocer la manera en que logra superar la resistencia y tolerancia de las plantas,
asi como su adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales y cultivos. El analisis del
genoma completo del ToBRFV proporciona informacion invaluable sobre su estructura
genética y las estrategias que ha desarrollado para adaptarse y sobrevivir en diversos
entornos. Dado que cada region y cultivo presenta condiciones Unicas como; la temperatura,
el pH y otros factores, entender la adaptabilidad del virus es fundamental para comprender
su dispersion y su impacto en la agricultura. Con esta comprensién detallada del ToBRFV,
podemos desarrollar enfoques de control mas efectivos. Por ejemplo, el disefio de genes de
resistencia o la creacion de plantas genéticamente modificadas para tolerar el virus se vuelven
posibles al conocer los mecanismos que emplea el virus para infectar y propagarse en las

plantas.

En este contexto, la deteccién temprana y precisa del ToBRFV es fundamental para
implementar medidas de control oportunas. La técnica de hibridacién molecular utilizando

una sonda marcada con digoxigenina representa una herramienta valiosa en este sentido. Esta
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Figura 4. Arbol filogenético representativo de la estimacion del tiempo de divergencia de
ToBRFV con otros diez tobamovirus, incluyendo el virus del fruto rugoso marrén del tomate
(ToBRFV), el virus del mosaico del tomate (ToMV), el moteado del tomate virus del mosaico
(ToMMV), el virus del moteado leve del pimiento (PMMoV), el virus del mosaico verde leve
del tabaco (TMGMV), el virus del mosaico del tabaco (TMV), el virus del moteado leve del
pimenton (PaMMV), el mosaico de rehmannia virus (RheMV), el virus del moteado del
pimiento (BPMV), el virus del moteado leve de la cola amarilla (YTMMV), y el virus del
pimiento obuda (ObPV). Imagen obtenida de Esmaeilzadeh et al. (2023).
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técnica ha demostrado ser altamente eficiente y sensible para detectar enfermedades, y su
capacidad para analizar multiples muestras en una sola reaccion la hace especialmente Gtil
en programas de monitoreo fitosanitario a gran escala. Ademaés, toda la informacion
molecular generada en esta investigacion es y sera fundamental para la futura creacion de un
clon infectivo del ToBRFV. Este clon permitira estudiar en detalle aspectos clave de su

biologia viral, como su replicacion, su patogénesis y la respuesta inmune del hospedador.

North America

Middle East,
China &
Netherlands

Mexico,

Peru,

Greece,
Middle East &
Netherlands

Figura 5. Arbol filogenético sin raiz construido a partir de 136 secuencias del genoma
completo del TOBRFV mediante el método de maxima verosimilitud (ML). La secuencia de
color rojo es la secuenciada por Vargas-Mejia y colaboradores (2023). La secuencia de color
azul es la secuencia que utilizaron como base de comparacion. Imagen obtenida de Vargas-
Mejia et al. (2023).
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I11. Hipotesis

La amplificacién, clonacion y caracterizacion molecular del genoma completo de ToBRFV
aportard informaciones indispensables para futuros estudios tal como el estudio de la
diversidad, la evolucion y la epidemiologia de ToBRFV y obtencién de clones infectivos.
Por otro lado, la construccion de una sonda molecular marcada con digoxigenina y
complementaria a una zona especifica del genoma de TOBRFV permitira su uso para detectar
el virus en estudios con un gran nimero de muestras como prospecciones de terrenos y

analisis semi-cuantitativo en pruebas experimentales.
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IV. Objetivo general

Caracterizar aislados mexicanos del virus ToBRFV por secuenciacion molecular y
desarrollar una sonda marcada digoxigenina para la identificacion del virus usando la técnica

de hibridacion molecular.
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V. Objetivos especificos

1. Construir una sonda molecular marcada con digoxigenina especifica a ToBRFV y

determinar su eficiencia y sensibilidad para detectar el virus.
2. Amplificar y clonar el genoma completo de un aislado de TOBRFV.

3. Secuenciar y analizar la relacion filogenética de los aislados obtenidos de México con virus

del mismo género reportados de otros paises.
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V1. Materiales y Métodos

6.1. Material vegetal y aislado viral

Se utilizaron hojas de tomate, con sintomas tipicos de la infeccion con tobamovirus:
rugosidad, necrosis y amarilleo. Estas hojas fueron colectadas en dos lugares y fechas
diferentes; (i) marzo del 2019 en los invernaderos de la empresa NatureSweet Tomatoes en
el estado de Jalisco (Guadalajara), y (ii) agosto 2023, de invernaderos del Sr. Victor Cruz en
el estado de Hidalgo (Alfajayucan). Todas las muestras llegaron por correo rapido, en
condiciones de refrigeraciéon a los laboratorios del Departamento de Biociencias y
Agrotecnologia del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (DBA-CIQA).

Necrosis de peciolos

Rugosidad y
amarilleo de hojas

Figura 6. Muestra representativa del tejido vegetal de tomate con sintomas caracteristicos de
infeccion por tobamovirus. Las flechas indican el tipo de sintomas observados. Imagen de
autoria.

A partir de estas muestras, se tomo tejido de hojas para llevar a cabo las extracciones de ARN
total y posteriormente la RT-PCR para corroborar la presencia del virus ToBRFV. El resto
de las muestras se guardaron a -80 °C. En la Figura 6 se muestra una imagen representativa
de las muestras con infeccion viral utilizadas en este estudio.
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6.2. Extraccion del material genético

La extraccion de ARN total se realizo usando el kit Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo
Research, USA), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Brevemente: para llevar a
cabo la lisis de las células, cada muestra se molié previamente en presencia de nitrégeno
liquido (N2l) y se homogenizo con el reactivo Tri Reagent (solucion monoféasica que contiene
fenol con tiocianato de guanidina, proporcionada por la empresa Ambion). Para la retencion,
el lavado y la elucion del ARN se us6é; un filtro de silica en la columna Zymo-Spin™, una
solucién a base de etanol y agua estéril libre de nucleasas, respectivamente. Por altimo, la
concentracion, la pureza y la integridad del ARN total se midieron por espectrofotometria
(BioTeK, Epoch2, Microplate Spectrophotometer, USA) y por electroforesis (Bio RAD,
PowerPac Basic 300; camara Labnet; USA) en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio y visualizado en el fotodocumentador Gel-Doc EZ BioRad USA, respectivamente.

6.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR y la PCR con retro-transcripcion (RT-PCR), se usaron en varias
actividades de esta tesis. Todos los cCADNs fueron sintetizados a partir de los extractos de
ARN total (apartado 6.2). Para la amplificacion de las secuencias de interés por PCR se
utilizaron diferentes pares de oligonucleétidos (oligos) que se describen en la Tabla 1 del
Anexo |, para sus disefios se usé como referencia el aislado de Jordania con el nimero de
acceso KT383474.1. Para la comprobacién del producto generado se utilizo la técnica de
electroforesis (Bio RAD, PowerPac Basic 300; caAmara Labnet; USA) en gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio y visalizado en el fotodocumentador Gel-Doc EZ BioRad
USA.

6.3.1. PCR para la identificacion de ToBRFV

Para identificar la presencia del virus en las muestras de tejido vegetal se usaron oligos
especificos AGB-123/124 que hibridan en la regién CP del genoma viral y amplifican un
fragmento de 457 pb que comprende los nucle6tidos 6292-5874. Las reacciones de RT y PCR
se llevaron a cabo usando las enzimas SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen)
y Tag ADN Polymerase, recombinant (Invitrogen), respectivamente, siguiendo el protocolo
del fabricante y usando un termociclador (Labnet, model: TC-020-24, Multigene™ MINI).
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Las amplificaciones se realizaron en las siguientes condiciones: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 52 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C

durante 1 minuto. Posteriormente, se realizé una extension final a 72 °C durante 5 minutos.

El mismo fragmento se uso para construir la sonda BRF-S457 (apartado 6.4)

6.3.2. PCR para secuenciacion

Los cADNSs destinados para la secuenciacion directa o la clonacion para su secuenciacion,
fueron amplificados con oligos especificos (Tabla 2, Anexo Il). La RT y la PCR se realizaron
con enzimas de alta fidelidad: la retrotranscriptasa Transcriptor High Fidelity cADN
Synthesis (Roche) y la polimerasa ADN de Platinum SuperFi Il (Invitrogen). Las reacciones
se llevaron a cabo en un volumen de 20 pl que incluye: 1X tampon de reaccion, 10 uM de
cada oligo, 200 uM dNTPs y 1X de polimerasa y se desarrollaron en un termociclador de la
marca Labnet (model: TC-020-24, Multigene™ MINI), bajo las siguientes condiciones; un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 30 segundos, seguidos de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 98-°C durante 15 segundos, de hibridacion durante 30 segundos, de
extension a 72 °C y de extension final a 72 °C por 1 minuto. Las temperaturas de hibridacion
y el tiempo de polimerizacion de cada fragmento se ajustaron segun las temperaturas de
fusion (Tm) de los oligos y la longitud del fragmento amplificado, respectivamente (Tabla 4,
Anexo V).

En el caso del aislado de Jalisco se amplificaron dos fragmentos solapantes F5” de 4,718 pb
y F3" de 2,712 pb y corresponden al genoma total (Figura 7). Se usé el oligo AGB-188 para
generar la primera cadena complementaria y los oligos AGB-190/121 y AGB-122/188, para
cada fragmento. Estos fragmentos se clonaron por separado (apartado 6.5)

En el caso del aislado de Hidalgo, se amplificaron 7 fragmentos solapantes que cubren la
longitud total del genoma (Tabla 3, Anexo Ill). Estos fragmentos se nombraron segun su
orden desde FR1 hasta FR7 (Figura 8). Para llevar a cabo este objetivo se sintetizo una cadena
complementaria por RT usando el oligo AGB-188. A partir de esta cadena se realizaron las
amplificaciones usando varios pares de oligos. Los productos generados para clonacion o
secuenciacion fueron purificados a partir del gel de agarosa con el sistema Wizard® SV Gel

and PCR Clean-Up de Promega, siguiendo el protocolo del fabricante.
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Figura 8. Esquema representativo del disefio de oligos especificos para la secuenciacion
directa del aislado de Hidalgo.
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6.3.3. PCR para la comprobacion de la clonacion.

Para comprobar la correcta insercion de los fragmentos clonados en los vectores, se realizo
una PCR con oligos especificos disefiados dentro del fragmento de interés. Las
amplificaciones se llevaron a cabo con las mismas condiciones para la identificacion del
virus. En caso de comprobacion directa de una colonia bacteriana, previamente, se
resuspendid cada colonia en 100 pl de agua desionizada y se hirvié (~90 °C) para liberar los

plasmidos y se tomo 1 pl de la mezcla por reaccion de PCR.

Para comprobar la direccién del fragmento en la construccion recombinante, a partir del
extracto de plasmidos se realiz6 una PCR, que lleva un oligo especifico del inserto y otro
estandar correspondiente a la region de uno de los promotores del vector usado. Se usaron
diferentes oligos internos del inserto, dependiendo del fragmento clonado, siempre se tomé
en consideracion la temperatura de hibridacion de los oligos y el tiempo de extension de la
polimerasa. Todas las reacciones se realizaron usando la polimerasa platinum Taq DNA

polimerase de Invitrogen.

6.4. Construccién de la sonda molecular marcada con digoxigenina-11-UTP.

Para elegir las zonas del genoma viral con potencial de especificidad que permite distinguir
ToBRFV de otros tobamovirus, se realiz6 un alineamiento de las secuencias de aislados de
ToBRFV y otros miembros de la familia tobamovirus disponibles en la base de datos del
NCBI. Se pretendio encontrar zonas con alto porcentaje de similitud entro los miembros
ToBRFV vy relativamente distintos de otros tobamovirus. Se identificaron 4 regiones
correspondientes a cada uno de los 4 ORFs que lleva el genoma (Figura 9). Sin embargo, en
esta tesis solo se trabajo con las zonas localizadas en los ORF 3y 4.

El primer paso fue la obtencion de clones que lleva el amplificado de cada zona (apartado
6.5). Para obtener los transcritos, los clones se llevaron a un siguiente paso de digestion y
transcripcion. La construccion de las sondas marcadas con digoxigenina, se realizé siguiendo

procedimientos estandar (Green y Sambrook, 2012).
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Fragmento (S4)

Fragmento (S1) Fragmento (S2) Fragmento (S3)
ORF1 ORF2 i
5 —» Replicasa (126 kDa) Replicasa (183 kDa) ORF3 (17,‘;\’,?03) -3
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Supresion de
stop codén 457 pb

1,065 pb

Figura 9. Fragmentos identificados correspondientes a cada uno de los 4 ORFs que
conforman al genoma completo. Fragmento S1; localizado en el ORF1. Fragmento S2; en el
ORF2. Fragmento S3; localizado en el ORF3 y el Fragmento S4; presente en el ORFA4.

6.4.1. Sonda BRF-S457

Para generar los transcritos negativos marcados con digoxigenina o sonda con direccion
complementaria al inserto viral, el plasmido pGEM-BRFV457 (apartado 6.5) se digirié con
la enzima Sacll que se encuentra rio arriba del extremo 5°del inserto. EI ADN linealizado se
purificd y se sometid a una reaccién de transcripcion usando la transcriptasa SP6 (Roche) y
una mezcla de los ribonucleétidos, ATP, CTP, GTP y el nucleétido UTP marcado con
digoxigenina (DIG-UTP). La reaccion se incub6 por 2 horas a 37 °C.

Para generar los transcritos positivos (direccion viral 5°>3") o control positivo: el plasmido
pGEM-BRFV457, se digiri6 con la enzima Sacl que se encuentra rio abajo del extremo 3 del
inserto viral. Tras purificacion del producto linealizado, se realiz6 la transcripcion usando la
transcriptasa T7 (Sigma) y una mezcla de nucle6tidos no marcados con digoxigenina. La

reaccion se incubé 2 horas a 37 °C.

6.4.2. Sonda BRF-S1065

En el caso de la segunda sonda se siguio el mismo procedimiento. Sin embargo, para generar
los transcritos negativos marcados con digoxigenina o sonda, el plasmido pTOPO-
BRFV1065 (apartado 6.5) se linealiz6 con la enzima Hindlll que se encuentra rio arriba del

extremo 5°del inserto y se purifico a partir del gel de agarosa al 1 %. La transcripcion se
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realizd usando la transcriptasa de ARN T7 (Promega) y una mezcla de los ribonucleotidos,
con el nucledtido UTP marcado con digoxigenina (DIG-UTP), la reaccidn se incub6 durante
1 horaa 37 °C.

Para generar los transcritos positivos o control positivo, el plasmido pTOPO-BRFV1065 se
digirié con la enzima Apal que se encuentra rio abajo del extremo 3"del inserto viral. Tras
purificacion del producto linealizado, se realizé la transcripcién usando la transcriptasa SP6
(Roche) y una mezcla de nucle6tidos no marcados con digoxigenina. La reaccion se incub6
2 horas a 37-°C.

Al final de todas las reacciones de transcripcién se elimind el ADN plasmidico de la reaccién
con adicion de 5U de DNAsa y su incubacion durante 15 min a 37-°C. Posteriormente, los
restos de enzimas se eliminaron por precipitacién con 2.5 volimenes de etanol al 100%, 8M
de MgCl,, 4M EDTA vy los productos obtenidos fueron analizados por electroforesis y

cuantificados por espectrofotometria para confirmar la obtencion de la sonda.

La eficacia de las sondas para detectar la presencia de TOBRFV en las muestras se realizd
mediante la técnica de hibridacién molecular tipo dot-blot en los extractos de ARN usando
el sistema DIG de deteccion (protocolo desarrollado por Roche Diagnostics). Para ello, se
uso: una membrana de nylon con carga positiva (Roche Diagnostics), una solucién de
hibridacion estandar (Roche Diagnostics) y con sus reguladores de lavado correspondientes.
La deteccidn se realizd por quimioluminiscencia usando los reactivos y los protocolos
proporcionados en las herramientas de marcaje y deteccion (Roche Diagnostics). En la figura
10 se ilustra en brevemente las etapas de la técnica y en el anexo V se presenta el protocolo

mas detallado.
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Figura 10. Etapas del proceso de Hibridacion Molecular por la técnica de Dot Blot (Roche
Diagnostics).

6.5. Clonacion de cDNAs

Se uso el sistema “pGEM®-T Easy Vector” de Promega para clonar el fragmento de 457 pb
[6292-5874 nt] destinado para la construccion de la sonda BRF-S457 (amplificacion del
fragmento en apartado 6.3.1 y construccién de la sonda en apartado 6.4). La ligacién del
inserto con el vector pGEM-T Easy se realiz6 en un volumen final de 10 pl usando la enzima
T4 DNA Ligase a 5 unidades Weiss y siguiendo el protocolo correspondiente.
La transformacion se realizo en células quimicamente competentes de alta eficiencia JM109
(recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rK—,mK+), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F, traD36,
proAB, laclqZAM15]). La digestion con la enzima de restriccion EcoRI se us6é para
comprobar la correcta insercién en el vector y la PCR con los oligos AGB 124/T7 para

determinar la direccion 5°-3"del inserto viral (CP) con respecto a los promotores del vector.
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El clon elegido se nombré pGEM-BRF457, haciendo referencia a vector pGEM, al virus

ToBRFV vy al tamafio del fragmento clonado 457pb.

Se uso el sistema “Zero Blunt™ TOPO™ PCR Cloning”, para clonar los fragmentos F5"y
F3" del aislado Jalisco (apartado 6.3.4). La ligacion y la transformacion se realizaron
siguiendo el protocolo del producto y a partir de las colonias obtenidas se hizo la primera
comprobacion por PCR usando los pares de oligos AGB122/121 y AGB 123/124 que generan
cADNSs de aproximadamente 4718 y 2712 pb en F5" y F3, respectivamente. Posteriormente,
se hizo extraccion de plasmidos de las colonias que dieron un resultado positivo y se realizé
la segunda comprobacion por digestion usando la enzima de restriccion Hind 111 que genera
3 bandas de tamafios: ~4070, 3280 y 884 pb en el gel de agarosa para el clon que lleva F5'y
una banda de ~6231 pb para F3". Los clones obtenidos se llamaron pTOPOBRF5" y
pTOPOBRF3".

A partir del clon p TOPOBRF3’, se obtuvo una estructura mas reducida que lleva unicamente
un fragmento 1065 pb localizado en la region MP del genoma y destinado a construir la
segunda sonda BRF1065 (construccion de la sonda apartado 6.4). EI proceso se realizo en
dos etapas de digestion y ligacién: la primera digestion se hizo con la enzima Kpnl que corta
2 veces pTOPOBRF3" y permitid eliminar un fragmento de 760 pb del inserto viral desde su
extremo 5 dejando extremos compatibles, la religacion con la enzima T4 ligasa de Promega
(incubacion 16 h a 4 °C) termind reconstruyendo el sitio de restriccion Kpnl. Para comprobar
el éxito de la clonacion se realizé una digestion con la misma enzima Kpnl.

La segunda digestion se realiz6 con la enzima Apal que a su vez corta en dos sitios de
restriccion y permitio eliminar un fragmento de 959 pb del inserto viral en su extremo 3
dejando extremos compatibles, la religacion con la enzima T4 ligasa de Promega se termino
reconstruyendo el sitio de restriccion Apal. Para comprobar el éxito de la clonacién se realiz6

una digestion con la misma enzima Apal. El clon obtenido se nombré pTOPO-BRF1065.

6.6. Secuenciacion y Analisis bioinformatico

Con el fin de realizar la secuenciacion de los aislados de ToBRFV se prepararon cantidades
suficientes de plasmidos usando el kit de FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction 0 de
productos de PCR purificados usando el kit de Promega Wizard SV Gel and PCR Cleanup.

Se disefiaron veintinueve oligos para asegurar una secuenciacion completa a lo largo del
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genoma viral (Figura 8; Tabla 1, Anexo I). La secuenciacion se realizo con el secuenciador
automatico de ADN de 16 capilares (Applied Biosystems, modelo 3130xI) perteneciente al
Instituto de Biotecnologia (I1Bt) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
Este equipo tiene la capacidad de secuenciar fragmentos de ADN de aproximadamente 800
a 1000 pb en una sola corrida, por lo que se amplificé el genoma completo del virus en

fragmentos de este tamafio.

Los datos recibidos, fueron sometidos a procesos de limpieza quitando extremos con fondo
y de ensamblaje considerando las zonas solapantes con el programa BioEdit version 5.0.9
(Hall, 1999). La busqueda de ORFs se realiz6 utilizando el programa ORF Finder disponible
en la pagina de NCBI. Los perfiles y dominios de las proteinas se analizaron en las bases de
datos de dominios y familias de Proteinas Prosite (prosite.expasy.org) y pfam

(http://motif.genome.jp).

Para estudiar las relaciones filogenéticas, entre los nuevos aislados secuenciados y otros de
diferentes origenes geogréaficos, se realizaron alineamientos de secuencias completas
(nucleicos) y parciales (nucleicos y aminoacidos) de cada ORF usando el programa Clustal
X (Larkin et al., 2007). Los aislados usados en este estudio fueron tomados de la base de
datos NCBI. Se pretendid, considerar la diversidad genética descrita por Van de vossenberg

(2020). Todos los oligos usados se encuentran en la tabla 6 del Anexo VIII.

Las relaciones se infirieron usando el programa Mega 11 (Tamura et al., 2021) y la estimacion
de la distancia genética se realizd segin el modelo de dos parametros (Kimura, 1980),
considerando que la tasa de transicion es diferente a la tasa de transversion, que todos los

nucleotidos ocurren con igual frecuencia y las distintas sustituciones son equiprobables.

El modelo de sustitucion de nucleétidos que mejor se ajusté a los datos de secuencia fue el
modelo de Hasegawa-Kishino-Yano, el cual se utiliz6 para evaluar las distancias de
nucleétidos entre los aislados de STV e inferir sus relaciones filogenéticas mediante el
método de maxima verosimilitud (ML) (Tamura et al., 2021). El papel de la seleccion natural
a nivel molecular se evalué comparando la tasa de sustituciones no sinénimos por sitio no
sinénimo (dN) y la tasa de sustituciones sinénimas por sitio sinébnimo (dS) segun el método
de Pamilo y Bianchi (1993). Todos estos analisis se realizaron con Mega 11. Las sustituciones

sindnimas, también llamadas mutaciones sindbnimas o neutras, son cambios en la secuencia
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de nucleotidos del ADN que no alteran la secuencia de aminoacidos de la proteina resultante.
Debido a que no afectan la estructura de la proteina, estas sustituciones reflejan de manera
maés precisa la diversidad genética real. En contraste, las sustituciones no sinénimas, también
conocidas como mutaciones no sinénimas o cambiantes, modifican la secuencia de

aminoéacidos de la proteina, lo cual puede alterar su estructura y funcién.
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VII. Resultados

7.1 Construccién de las sondas moleculares marcadas con digoxigenina para detectar
ToBRFV

7.1.1. Extraccion de ARN total e identificacion del virus

Las extracciones del ARN total se realizaron a partir de muestras de hojas de tomate
provenientes de los estados de Jalisco e Hidalgo en México. En total se procesaron 10
muestras, 5 de cada estado (Figura 11). El patron de bandas obtenido incluyendo las dos
bandas correspondientes a las subunidades del ARN ribosomal indica que el material
genético no sufrié degradaciones.

1 2 3 456 7 8 910

Figura 11. Electroforesis de ARN total en gel de agarosa al 1%. Los carriles 1 a 10: extractos
de ARN total de hojas de tomate. La apariencia clara del ARN ribosomal 28S y 18S
(marcados con flechas) sin manchas indica que se obtuvo ARN de buena calidad.

Una vez obtenido el ARN total, la identificacion del virus se realizo por la tecnica de RT-
PCR, en todas las muestras se obtuvo el producto de ADN (cCADNSs) del tamafio esperado de
457 pb (Figura 12).
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Figura 12. Gel de agarosa al 1% que muestra los productos de RT-PCR utilizando oligos
especificos al virus rugoso de tomate. Los carriles 1 al 4 corresponden a las muestras
analizadas (el tamafio del producto amplificado se muestra a la izquierda de la imagen), el
carril L corresponde al marcador de tamafio molecular ADN (ADN Ladder 300pb-8000
pb/Axygen), y a su derecha los tamafios correspondientes.

7.1.2. Clonacién y transcripcion
7.1.2.1. Sonda BRF-S457 (CP)

A partir de los CADNSs obtenidos y purificados se realizé la clonacién en el vector pGEM-T-
easy (apartado 6.4.1). La clonacidn exitosa se comprobo por la digestion con la enzima EcoRI
que digirio el plasmido en dos sitios y liberd el fragmento clonado de 457 pb (Figura 13A).
La direccion 57a 3" del inserto (direccion positiva del genoma viral) con respecto al promotor
T7 se comprobd por PCR usando los oligos T7 y AGB124. Todas las digestiones que dieron
un fragmento de ~ 500 pb tienen la posicion del extremo 5” del inserto rio abajo del promotor
T7. La ausencia de este amplificado indica la direccion contraria (Figura 13B). El clon
elegido se llamé pGEM-BRF457.

El ADN linealizado con Sacll se purificO y se sometid a una reaccion de transcripcion usando
la transcriptasa SP6 y una mezcla de nucleodtidos con digoxigenina. La concentracion de

transcritos obtenidos fue de 1.7 ng/ul en un volumen de 10 pl.
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El ADN linealizado con Sacl se purifico y se uso para realizar la transcripcion con la
transcriptasa T7 y una mezcla de nucledtidos no marcados con digoxigenina. La

concentracion de transcritos obtenidos fue de 0.5 ng/ul en un volumen total de 20 pl.

PR «— 3000 pb

450 pb

Figura 13. Electroforesis en geles de agarosa al 1%. A. Digestion con la enzima EcoRI de
dos clones (carril 1 sin fragmento y carril 2 con fragmento), y el carril L muestra el marcador
de tamafio molecular de ADN (ADN Ladder 300pb-8000pb/Axygen). Los numeros de la
izquierda muestran el tamafio de bandas del marcador de ADN vy a la derecha los tamafios de
los fragmentos obtenidos. B. Productos de PCR para verificar la direccion del inserto usando
oligos T7/AGB124 y correspondientes a 4 clones (del carril 1 al 4). En la muestra 2 y 3, se
observa una banda de buena intensidad con un tamafio esperado ~500 pb, lo que indica que
el inserto viral tiene su lado 5° gendmico después del promotor T7. Los clones de los carriles
1y 4 tendrén el inserto en direccion contrario.

7.1.2.2. Andlisis de la eficiencia de la sonda BRF-S457 (CP) por la técnica de hibridacion

molecular

Para verificar la capacidad de la sonda de hibridar a su complementario en sus dos formas
ARN genomico viral en extractos de ARN total y ARN sintetizado in vitro (transcrito +), se
aplicé el sistema DIG de deteccién y se prepararon membranas tipo dot-blot (Figura 14). La

sonda se aplico a una concentracion de 0.085 ng/ml.
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0.56 0.28 0.14 0.07 0.035 0.018 0.009 0.0045 0.0022 0.0011 ng/ul

21 ® ® @ ] ¢

Figura 14. Eficiencia de la sonda BRF-S457 (CP). (A) Pelicula radiogréfica con muestra de
ARN total con presencia de ToBRFV, muestra libre de virus y transcrito positivo. (B)
Pelicula radiografica mostrando el umbral de deteccion a tiempo mayor de 15 min de
exposicion de la membrana a pelicula radio X.

La sonda revel6 la presencia del virus en la muestra que lo lleva, manifestando sefiales de
intensidades graduadas en las distintas diluciones aplicadas. Igual, se observaron sefiales de
deteccion del transcrito + y ninguna sefial en la muestra libre de TOBRFV (Figura 14A).

Para determinar el umbral de deteccidn se prepar6 una membrana con distintas diluciones del
transcrito positivo de 2 (Figura 14B). Los resultados muestran que el limite de deteccion
puede llegar hasta 1pg/ul.

Para verificar la eficiencia de la sonda para aplicaciones semicuantitativas, se prepard una
membrana con distintas diluciones del transcrito positivo de 2%, 3, 5 y 10 (Figura 15A).
Sin embargo, para poder cuantificar la pelicula Rayos X se expuso menos de 15 min a la
membrana con quimioluminiscente activo, para evitar saturaciones de intensidad. Se
cuantifico la intensidad de cada sefial obtenida. Los valores se presentan en la Figura 15B
ordenados por concentraciones de ARN aplicadas en la membrana.

Las sefiales fuertes (circulos de color negro intenso) manifestaron un estado de saturacién y

se detectaron en las primeras escalas de las diluciones hasta valores alrededor de 0.23 ng/ul.
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A partir de esta concentracién se observé un gradiente de intensidad llegando a ser
débilmente visibles entre 10 y 20 pg/ul. Bajo estas concentraciones no se detectd el transcrito
positivo. Una curva de calibracion se formé con un rango de deteccion entre 0.1 y 0.04 ng/pl
con una relacion lineal entre la concentracion de ARN aplicada y la intensidad de sefal
observada y una R?= 0.95 (Figura 15C).
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Figura 15. Andlisis del umbral de deteccion de la sonda BRF-S457 (CP). A. Pelicula
radiogréfica que muestra el umbral de deteccion de la sonda con el transcrito positivo a las
diluciones de 21, 3, 51y 101, B. Analisis semicuantitativo de la sonda, cuantificacion de la
intensidad de cada sefial en base a las concentraciones de ARN utilizadas. C. Curva de
calibracion de la relacion lineal de 0.1 y 0.04 ng/ul de ARN contra la intensidad de la sefial
analizada con el programa Photoshop obteniéndose una R?= 0.95.
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Es necesario mencionar que la especificidad de la sonda en comparacion con otros miembros
del género Tobamovirus, hasta el momento no se ha podido realizar debido a la falta de

muestras con la infeccion correspondiente.

7.1.3. Aplicacion de la sonda BRF-S457 (CP) en estudios experimentales: Prospections

de terreno

La sonda se utiliz6 en un estudio como prospeccion de un terreno de cultivo de tomate en el
estado de Hidalgo y analizar la posible presencia del virus TOBRFV. Se recolectaron y
analizaron un total de 106 muestras de hojas, cada una proveniente de una planta distinta,
tomadas de manera aleatoria. Los resultados de la hibridacion molecular, presentados en la
Figura 16 A, revelaron que 58 muestras (54%) fueron positivas para la presencia del virus.
Este resultado se confirm6 mediante la técnica de RT-PCR utilizando cebadores especificos
para ToBRFV y TMV (descrito como el tobamovirus mas cercano genéticamente al
ToBRFV). De las muestras positivas, se seleccionaron seis de manera aleatoria. Los
resultados mostraron amplificacion Gnicamente con los oligos especificos para TOBRFV en
las muestras positivas. En el caso del TMV, no se obtuvo amplificacién, lo que indica que
este virus no estaba presente en las muestras analizadas (Figura 16 B).
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Figura 16. Aplicacion de la sonda BRF-S457 (CP) en una prospeccion de un terreno en el
estado de Hidalgo. A. La imagen muestra el resultado de la hibridacion molecular de la sonda
con ARN total de muestras de hoja de tomate con sintomas virales. El cuadro rojo delimita
el area de aplicacion de todas las muestras analizadas y cada cuadrito representa una muestra.
Como control positivo de la técnica se aplicé el transcrito positivo a diferentes diluciones (5
1) y como negativo un extracto de muestra sin TOBRFV. Las muestras con circulos fueron
analizadas por RT-PCR. B. Resultados de RT-PCR, los carriles 1 a 6 corresponden al
ToBRFV vy del carril 7 al 11 corresponden al TMV. A la derecha la escala de referencia
(Axygen 1Kb) y a la izquierda tamafio del fragmento amplificado.

7.1.4. Sonda BRF-S1065 (MP)

Como se mencion6 en materiales y métodos el clon que lleva el segundo fragmento destinado
a construir la sonda BRF-S1065 de la region MP del genoma viral se obtuvo tras
modificaciones realizadas al clon pTOPOBRF3" (descrito en apartado 6.5y 7.3). En la Figura
17A se muestra la digestion del clon pTOPOBRF3"con Kpnl que dio un fragmento de ~5491
pb (3,500 pb del vector + 1,991 pb del inserto) y un fragmento no deseado de ~688 pb. El
fragmento grande se religd a si mismo. En la Figura 17B se muestra la digestion del plasmido
derivado con Apal, en esta digestion se obtuvieron igualmente dos fragmentos uno de ~4565
pb (3,500 pb del vector + 1,065 pb del inserto) y un fragmento no deseado de ~926 pb. El
producto de la digestion se religo para obtener el clon pTOPO-BRF1065. El fragmento viral
en pTOPO-BRF1065 es de 1065 pb con direccion 5°-3" rio abajo del promotor SP6.
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Figura 17. Digestion del clon pTOPOBRF3" en gel de agarosa al 1%. A. Carril 1, digestion
con Kpnl donde muestra un fragmento de ~5491 pb y un fragmento no deseado de ~688 pb,
el carril L muestra el marcador de tamafio molecular de ADN (ADN Ladder 300 pb-
8000pb/Axygen). Los numeros de izquierda muestran el tamafio de bandas del marcador de
ADN vy a la derecha los tamafios de los fragmentos obtenidos. B. Carril 1, digestion con Apal
donde se muestra un fragmento de ~4565 pb y un fragmento no deseado de ~926 pb, el carril
L muestra el marcador de tamafio molecular de ADN (ADN Ladder 300 pb-8000
pb/Axygen). Los numeros de izquierda muestran el tamafio de bandas del marcador de ADN
y a la derecha los tamarios de los fragmentos obtenidos.

El ADN linealizado con Kpnl se purifico y se someti6 a una reaccion de transcripcion usando
la transcriptasa T7 y una mezcla de nucledtidos,que contiene uradina trifosfato dUTP
marcado con digoxigenina (Digoxigenin-11-UTP) La concentracién de transcritos obtenidos

fue mayor de 100 ng/ul en un volumen de 25 pl.

El ADN linealizado con Apal se purifico y se usé para realizar la transcripcion con la
transcriptasa Sp6 y una mezcla de nucledtidos no marcados con digoxigenina. La
concentracion de transcritos obtenidos fue de 50 ng/ul en un volumen total de 20 pl.
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7.1.4.1. Analisis de la eficiencia de la sonda BRF-S1065 (MP) por la técnica de

hibridacién molecular

Para verificar la capacidad de la sonda de hibridar a su complementario en sus dos formas
ARN genomico viral en extractos de ARN total y ARN sintetizado in vitro (transcrito viral
+), se aplico el sistema DIG de deteccion y se prepararon membranas tipo dot-blot (Figura

19 A). La sonda se uso a una concentracién de 1 ng/ml.

La sonda reveld la presencia del virus en la muestra que lo lleva, manifestando sefiales de
intensidades graduadas en las distintas diluciones aplicadas. Igual, se observaron sefiales de
deteccion del transcrito+ y ninguna sefial en la muestra libre de ToBRFV. El transcrito
positivo se aplicd en la misma membrana a distintas diluciones 2, 3, 51y 10 (Figura 18

A). Los resultados muestran que el limite de deteccion puede llegar hasta 12 pg/ul.

Para verificar la eficiencia de la sonda para aplicaciones semicuantitativas, se cuantificé la
intensidad de cada sefial obtenida. Los valores se presentan en la Figura 18 B ordenados por

concentraciones de ARN aplicadas en la membrana.

Las sefales fuertes (circulos de color negro intenso) manifestaron un estado de saturacion y
se detectaron en las primeras escalas de las diluciones hasta valores alrededor de 5.6 ng/ul.
A partir de esta concentracion se observé un gradiente de intensidad llegando a ser
débilmente visibles bajo 0.4 ng/ul. Sin embargo, se consiguio detectar una sefial positiva a
concentracion 0.05 ng/ul. Una curva de calibracion se realiz6 con 9 concentraciones que
oscilan entre los valores de 0.39 a 5 ng/ul y relaciona la concentracion de ARN con respecto

a la intensidad de sefial en una ecuacion lineal con una R?=0.87 (Figura 18 C).
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Figura 18. Umbral de deteccion de la sonda BRF-S1065 (MP). A. Peliculas radiogréficas
que muestra el umbral de deteccion de la sonda con el transcrito positivo a las diluciones de
21 con su exposicion de las peliculas a la luminiscencia mayor de 15 min y a las diluciones
21,31, 51y 10 (menor de 15 min de exposicion). B. Analisis semicuantitativo de la sonda,
cuantificacion de la intensidad de cada sefial en base a las concentraciones de ARN utilizadas.
C. Curva de calibracion de la relacion lineal de 0.39 a 5 ng/ul de ARN contra la intensidad
de la sefial analizada con el programa Photoshop obteniendose una R?= 0.87.

7.2. Amplificacion del genoma completo de ToBRFV
A partir del ARN total de muestras de tomate infectadas con el ToOBRFV del aislado de
Hidalgo se amplifico el genoma total TOBRFV por RT-PCR usando los oligos AGB190 y

AGB188 (Figura 19; Tabla 1, Anexo I), sin embargo, el clonaje con el genoma viral completo
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no se alcanzd en el tiempo dedicado para esta tesis. En el caso del aislado de Jalisco
(ToBRFV-Ja-Mx), se amplificaron dos fragmentos solapantes de 4,718 y 2,712 kb, y se
clonaron en separado en el vector pPCR™-Blunt 11-TOPO®. Estos fragmentos se nombraron
F57y F3’, en base a su posicion del lado 5" y 3"del genoma, respectivamente. La posicion y
el tamafio de los fragmentos en el genoma y el producto de su amplificacion por RT-PCR se
muestran en la figura 20.

L 1

10,000
8,000
$/000 <« 6,400 pb
4,000
3,000
2,500
2,000 Figura 19. Amplificacion del genoma completo de
1500 ToBRFV por RT-PCR. A. Gel de agarosa al 1%
1,000 que muestra la amplificacion de una banda de 6.4
200 kb, que corresponde al genoma completo del
500 ToBRFV carril 1. Marcador de tamafio molecular
300 de 1kb (L).
A B
. Genoma viral 3688 4718 6400 _nt
| I I I I I
AGB-190 = AGB-121
F5(4718 nt)
AGB-122 > AGB-188

F3'(2712 nt)

Figura 20. Amplificacion del genoma del ToBRFV por RT-PCR. A. llustracion que
ejemplifica los fragmentos parciales amplificados y la posicién de los oligonucle6tidos. B.
Gel de agarosa al 1% de la amplificacion de los fragmentos parciales F5* y F3’, con un
tamarfio de 4,718 y 2,712 kb, respectivamente. Marcador de tamafio molecular de 1kb.
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Se comprobaron los dos clonajes realizando una amplificacion por PCR usando como molde
las colonias transformadas y una digestion de plasmidos extraidos por minipreps. El par de
oligos AGB-149/153 amplifico la region localizada entre los nucle6tidos 1363 - 2319 del
genoma viral (F57), y gener6 un producto de ~1016 pb en 3 colonias de 10 elegidas al azar
(Figura 21A). El par de oligos AGB-123/124 amplifico la region localizada entre los
nucleotidos 5699 - 6156 (F3"), y generd un producto de ~457 pb a partir de 6 colonias de
nueve analizadas (Figura 21B). Todas las colonias que dieron el producto esperado se
consideraron clones recombinantes compuestos del vector pPCR™-Blunt II-TOPO e inserto

viral (F3"0 F5").

B €] 0345 6 7 .89
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Figura 21. Amplificacion por PCR a partir de colonias bacterianas trasformadas en geles de
agarosa al 1%. Las amplificaciones fueron realizados con los oligos AGB149 y 153 (A) y los
oligos AGB123-124 (B), los carriles C+: control positivo corresponden a una RT-PCR de
extracto de RNA total positivo para ToBRFV usando los mismos oligos en cada caso. El
tamafo esperado se presenta a la izquierda de cada gel.

Todos los plasmidos recombinantes extraidos, dieron los patrones esperados tras la digestion

con las enzimas Notl y Kpnl (Figura 22).

Ambas enzimas cortan en el Sitio de Clonacion Multiple (el polylinker) del plasmido pCR™-
Blunt II-TOPO®. Sin embargo, Notl no corta dentro del genoma viral y por lo cual, su uso
permitio la linealizacion del ADN plasmidico generandose un producto con el tamafio total
del plasmido y el inserto que lleva, estos productos fueron de 8,237 pb para el clon que lleva
F5" y de 6,231 pb para F3".

62



En cambio, Kpnl corta el genoma viral en un sitio de restriccion comun en F5y
F3 especificamente en la posicion 4376. Su uso generd 2 bandas de 5471 y 660 pb para el
clon que lleva F5" y de 7857 y de 380 pb, para el clon que lleva F3".

Notl Kpnl

F3*F5° . F3' F5°

Kb

PR 7,857 pb
5471

~8,237pb E—— T
~6231pb

760

| 380

Figura 22. Digestidn con las enzimas Notl y Kpnl en gel de agarosa al 1%. Se muestran los
carriles correspondientes a cada enzima y a los clones que llevan F5°0 F3". En el centro se
muestra el marcador de tamafio molecular de 1kb de Axygen. Las flechas amarillas indican
las bandas generadas y los tamafios esperados.

En la tabla 2 se describen los datos de los clones obtenidos: hombre, tamafio, posicion del

inserto, tipo de pldsmido y origen del aislado viral.

Tabla 2: Descripcién de los clones pTOPOBRF5" y pTOPOBRF3”

Nombre del clon Plasmido Tamaiio (posicion nucleétido | Origen del fragmento
inicial y final) clonado
pTOPOBRF’5 Blunt TOPO 4718 (19; 4718) Jalisco
pTOPOBRF’3 Blunt TOPO 2712 (3688; 6370) Jalisco

Por problemas técnicos no se consiguié clonar el aislado de Hidalgo en las dos formas
completo o parcial. Sin embargo, se generaron por RT-PCR 7 fragmentos solapantes que

cubren la longitud total del genoma. Los oligos usados y sus posiciones se presentan en la
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Figura 7 en Materiales y métodos. Los productos de PCR (CADNSs) generados se muestran
en geles de agarosa al 1% (Figura 23). Todos los fragmentos fueron purificados y

cuantificados, las concentraciones en ng/pL obtenidos se presentan en la tabla 3.
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Figura 23. Productos de RT-PCR en gel de agarosa al 1% de 7 fragmentos solapantes. L:
marcador de tamafio molecular Axygen 1 kb. F: fragmento y el numero corresponde al
fragmento amplificado en el orden 5> 3"del genoma. Las flechas amarillas indican los
productos obtenidos, a su derecha se presentan los tamarfios esperados y a la izquierda de cada
gel se presenta la escala del marcador.

Tabla 3: Concentracion de cada purificacion de los fragmentos amplificados.

Pares de oligos Tamaiio del fragmento Concentracién (ng/ul)
FR1= AGB-190/120 1,700 pb 41
FR2= AGB-249/253 1,017 pb 105
FR3= AGB-191/248 1,190 pb 91
FR4= AGB-251/254 1,000 pb 84
FR5= AGB-122/121 1,030 pb 50
FR6= AGB-252/193 1,330 pb 100
FR7= AGB-123/188 660 pb 80

FR=fragmento. ng= nanogramo. pl= microlitro. pb= pares de bases.
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7.3. Secuenciacion y analisis de la relacion filogenética de los aislados obtenidos del
ToBRFV del mismo género.

A partir de los clones descritos en la Tabla 2, se llevo a cabo la secuenciacion del genoma
completo del aislado de ToBRFV de Jalisco, utilizando 29 oligos (Tabla 1 en el Anexo I). El
ensamblaje resultd en un total de 6,332 pb, denominandose este aislado como ToBRFV-Mx-
Ja. En el caso del aislado de Hidalgo, se secuencié directamente de productos de PCR,
utilizando los mismos oligos de secuenciacion para el aislado de Jalisco, cubriendo
igualmente un total de 6,332 pb, y se nombré ToBRFV-Mx-Hgo. Las secuencias del genoma
completo de los aislados de Jalisco e Hidalgo se pueden observar en el Anexo VIy VII. Una
vez obtenidos los ensamblajes, se compararon con la secuencia nucleotidica del aislado
mexicano descrito en el 2021 (MW349655) en la base de datos del NCBI para realizar los

estudios bioinformaticos.

7.3.1. Estructuras genomicas y dominios funcionales

El alineamiento de los aislados secuenciados con el aislado de referencia mostr6 una longitud
similar, sin inserciones o delecciones de nucleotidos a lo largo de las secuencias. La busqueda
de potenciales marcos abiertos de lectura (ORFs) revel6 una conservacion en la estructura
gendmica comparada con otros aislados de TOBRFV descritos hasta la fecha. Ambos aislados
presentaron ORFs de los mismos tamafios: 3351, 1422, 801 y 480 nuclettidos (nt). EI primer
ORF1a, de sentido positivo, comienza en el marco de lectura 3 en el nucleétido 54 y termina
en el nt 3404, codificando una proteina de 1116 aminoéacidos (aa). ORF1b inicia en el mismo
marco de lectura que ORFla, comenzando en el nt 3480 y terminando en el nt 4901,
codificando una proteina de 473 aa. Los ORFs 2 y 3 empiezan y terminan entre los
nucledtidos 4888/5688 y 5691/6170, respectivamente, expresando proteinas de 266 y 159 aa,

correspondientes a las proteinas de la capside y del movimiento (Tabla 4).
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Tabla 4: Marcos abiertos de lectura detectados en el genoma del aislado ToBRFV-Mx-Ja.

ORFs Sentido Cuadro Posicién del primer Posicién del ultimo Longitud
nucleétido nucleétido (nt/a.a)
ORF1 + 3 54 3404 3351 | 1116
ORF2 + 3 3480 4901 1422 | 473
ORF3 + 1 4888 5688 801 | 266
ORF4 + 3 5691 6170 480 | 159

nt= nucleotidos, a.a= aminoacidos.

La prediccion de dominios funcionales se realiz6 con las bases de datos Prosite
(prosite.expasy.org) y Pfam (http://motif.genome.jp). Se identifico en los dos primeros
OREFs, el dominio Metyltransferasa (Alphavirus-like methyltransferase) desde el a.a 50 hasta
el a.a.440, el dominio Helicasa [(+) RNA virus helicase core domain] desde 830 hasta 1085
a.a. y el dominio conservado en todas las ARN polimerasa, ARN dependiente de virus de
ARN cadena simple y sentido positivo, los tres dominios mencionados fueron previamente
descritos para los miembros del género Tobamovirus. Adicionalmente, se demostré que los
ORF 2 y 3 mantienen conservada las funciones de movimiento y de la capside de los

tobamovirus.

7.3.2. Estructura poblacional y distancia genética.

Se realizd un alineamiento de las secuencias nucleicas del genoma completo de todos los
aislados de ToBRFV (total 150 secuencias) descritos en la base de datos de NCBI. Debido a
la dificultad de trabajar con este nimero se eligieron solo 62 aislados representativos de todos
los paises y considerando los distintos grupos filogenéticos descritos por Van de VVossenberg
et al. (2021) (poblacion mundial) (Tabla 6, Anexo VIII). En paralelo, se realizd otro

alineamiento incluyendo solo aislados de México, Estados Unidos y Canada (poblacion
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regional). Se consiguid ajustar un total de 6367 nucleétidos, quitando los extremos no

alineados. En la tabla 5 se muestran algunos datos relacionados con estos alineamientos.

Tabla 5: Datos obtenidos con el programa Mega 11 de los alineamientos nucleotidicos de
aislados del virus rugoso de tomate.

Poblacidon N2 de

aislados

Ne© total de

nucledtidos

Ne de

variables

Ne de

Singleton

(N2 de
singleton en
ToBRFV-Mx-

Ja) y posicion

(N2 de
singleton en

ToBRFV-Mx-

Hgo) y

posicion

Mundial 64* 6367 307 229 (8) 1631, 3266,

3641, 3905,
(2) 2891, 4358
5071, 5358,

5934, 6104

Regional 29** 6367 101 78 (2) 2891, 4358 | (10)1430,

(Norte de 1631, 2999,
Ameérica) 3266, 3641,
3905, 5071,
5358, 5934,

6104

*60 aislados de la base de datos (mundial) y 2 nuevos de Jalisco e Hidalgo (México).
**27 aislados de la base de datos (México, Estados Unidos y Canada) y 2 nuevos de Jalisco e Hidalgo
(México).

Con el fin de estudiar la estructura poblacional de ToBRFV Yy la diversidad nucleica entre
las secuencias nuevas de esta tesis y las reportadas en la base de datos, a partir de los
alineamientos de la secuencia completa del genoma viral y las secuencias nucleicas y
aminoacidas de cada ORF, se estimd la distancia genética entre pares de aislados usando el
método de PBL y se generaron arboles filogenéticos de la secuencia usando los modelos de
Maxima Verosimilitud (ML, Maximum Likelihood), de unién de vecinos (NJ, Neibor-
joining) y Evolucion Minima (ME, Minimun Evolution). EI modelo de sustitucion de
nucleotidos que mejor se ajusto a los datos de secuencia fue el modelo de Hasegawa-Kishino-

Yano en el caso de la secuencia completa y Kimura 2 parametros en el caso de ORFs.
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La estimacion de la diversidad genética en posicion sinbnima y no sinénima de toda la
poblacion (genoma total) fue 0.0025+0.0003 y 0.0027+0.0002 para las poblaciones
regionales y mundial, respectivamente. Lo que indica que no existe gran diferencia de
diversidad nucleica entre las dos poblaciones.

Debido a que la sustitucion sinénima refleja la tasa de mutacion en gran medida, se estimo
la diversidad genética en posicion sindénima de toda la poblacion. Los valores obtenidos
fueron de 0.0071+0.0008 para la poblacién regional y 0.0057+0.0001 para la poblacion
mundial.

Se calcularon en separado las distancias nucleicas medias entre pares de aislados en sitios
sinénimos (dS) y no sinénimo (dN) (Tabla 5) de cada ORF.

A nivel internacional la region genémica menos diversa fue ORF3 (MP) con valor de dS
igual a 0.0024+ 0.0006. A nivel regional, ORF4 CP con valor dS igual a 0.0048+0.0016
seguido por ORF3 MP con valor dS igual a 0.0039 £0.0017 fueron las regiones gendémicas
menos diversas. La regién gendmica con mayor diversidad fue ORF2 en las dos poblaciones
internacional y regional, con valores de dS igual a 0.0066+0.0015 y 0.0098+0.0028,

respectivamente.

Tabla 6: Diversidad nucleica* para cada marco abierto de lectura del genoma de ToBRFV.

Internacional** (64 aislados) Regional*** (29 aislados)
ORF dNS E.S ds +E.S dNS/dS | dNS E.S ds +E.S dNS/dS
ORF1 0.0014 | £0.0002 | 0.0057 | £0.0008 | 0.2456 | 0.0002 |+0.0000| 0.0067|+0.0012| 0.0299
ORF2 0.0006 | +0.0002 | 0.0066 | £0.0015| 0.0909 | 0.0003 |+0.0002 | 0.0098|+0.0028 | 0.0408
ORF3 (MP) |0.0032|+0.0012| 0.0024 |+0.0006| 1.3333| 0.0026|+0.0013| 0.0049|+0.0016| 0.5306
ORF4 (CP) |0.0012|+0.0004| 0.0051|%0.0016| 0.2353| 0.0012|+0.0004 | 0.0039|+0.0017| 0.3077

*La diversidad nucleica se define aqui como el nimero medio de sustituciones de nucleétidos por
sitio. Las diversidades de nucleétidos se calcularon por separado para las posiciones no sindnimas
(dNS) y sinénimas (dS) utilizando el método PBL. Los errores estdndar (E.S.) se calcularon utilizando
el método bootstrap con 500 réplicas. dNS= sustituciones no sinénimas, dS= sustituciones sindnimas,
E.S= error estandar.

**60 aislados de la base de datos (mundial) y 2 nuevos de Jalisco e Hidalgo (México).

***27 aislados de la base de datos (México, Estados Unidos y Canada) y 2 nuevos de Jalisco y
Hidalgo (México).
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Por altimo, se calcul6 el indice dNS/dS para cada ORF (Tabla 6) para predecir la direccion
y fuerza de la presion de seleccion actuando sobre las distintas regiones codificantes dentro

de la poblacion viral.

En la poblacidn internacional, los valores del indice dN/dS resulté menor de la unidad en los
ORFs 1,2y CP. Eso significa que estas regiones estdn sometidos a una presion purificadora
que esta restringiendo la variabilidad funcional de los ORFs. Ademas, esta presion se ejerce
con mayor magnitud en ORF2 (dS/dNS = 0.09). En cambio, MP muestra un valor del indice

dN/dS cerca de la unidad, lo que significa que este gen esta bajo seleccion neutra.

En la poblacion regional, en todos los ORFs el valor del indice dS/dNS<1. Eso significa que
estas regiones estan sometidos a una presion purificadora igual en una poblacion mas amplia,
sin embargo, esta presion se encuentra casi 10 veces mayor en ORF1 y ORF2 que en CP y
MP.

7.3.3. Relaciones filogenéticas a nivel internacional

Posteriormente, se obtuvieron 3 arboles filogenéticos (Figura 24), los resultados no muestran
una gran diferencia entre las topografias generadas por los 3 modelos. Los aislados ToBRFV-
Mx-Ja y ToBRFV-Mx-Hgo se encontraron en el mismo clado (Cuadro rojo en la figura 25)
con 6 aislados mexicanos previamente descritos, 4 de los Estados Unidos (EUA), 2 de Gran
Bretafia, y uno de cada uno de los siguientes paises: Paises Bajos, Bélgica, Italia, Suiza y
Canadé, con un porcentaje de confianza (bootstrap) superior al 80%. Los demas aislados
mexicanos se encontraron en un clado separado (Cuadro azul de la figura 25) con un

porcentaje de confianza superior al 87% junto con aislados de Estados Unidos y Canada.
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Figura 24. Arboles filogenéticos con secuencias internacionales de TOBRFV, generados con
tres modelos [(A) Méxima Verosimilitud, (B) Union de Vecinos y (C) Evolucion Minima].
Los cuadros azules y rojos representan la agrupacion de aislados mexicanos, con bootstrap
>80% (flechas verdes). Flechas rojas indican los aislados TOBRFV-Mx-Ja y TOBRFV-Mx-
Hgo. Software Mega 11.
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7.3.4. Relaciones filogenéticas a nivel regional y nacional

Se repitieron los analisis con 31 aislados procedentes de México, Estados Unidos y Canada

(Norte de América), los arboles generados usando 3 modelos diferentes mostraron una

poblacion genéticamente dividida en 2 clados principales, idénticos a los clados destacados

a nivel internacional con soporte estadistico significativo (Figura 25). En este caso el aislado

ToBRFV-Mx-Hgo se distinguid de los demas miembros del clado Il quienes forman un

subclado con un suporte estadistico superior a 85% (Figura 25).
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Figura 25. Arboles filogenéticos representativos de las secuencias regionales (Norte

América) del genoma completo del ToBRFV. Ensamble filogenético generado por tres

modelos [(A) Maxima Verosimilitud, (B) Unién de Vecinos y (C) Evolucion Minima]. La

figura muestra los valores de booststrap >60%. Los cuadros azules y rojos agrupan los

aislados mexicanos. Las llaves de la derecha representan los 3 clados publicados que dividen
la poblacion de ToBRFV en el mundo. Software Mega 11.
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7.3.5. Relacion filogenética a nivel de cada ORF.

La relacion filogenética entre aislados de ToBRFV se realizd para cada ORF del genoma
viral. A partir de los mismos aislados analizados a nivel internacional y luego regional se
construyeron arboles usando los métodos ML, NJ y ME (Figura 26 y 27; Anexo VIII) e
incluyendo los aislados TOBRFV-Mx-Ja y TOBRFV-Mx-Hgo.

Los clados I-1 y I-11 observados en los arboles correspondientes a las secuencias completas
(Figura 24y 25) se detectaron en ORF1 con un suporte estadistico aceptable. Y en el cual, los
aislados nuevos se clasificaron en el mismo subclado I-1. Mientras que en ORF2, esta
estructura no esta bien definida, los aislados nuevos no se agrupan en el mismo subclado y
se ven mas distintos que en ORF1. La divisién poblacional en MP se formo con bajos valores
estadisticos, aunque distingue los miembros del clado I-1 en un solo subclado con bootstrap
igual a 61%. En CP, no se observé un arbol estructurado, lo que indica que en esta regién los

aislados son estrechamente relacionados.
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Figura 26. Arboles filogenéticos relacionando 27 aislados Norte Americanos en las regiones
genomicas ORF1 y ORF2. Generados por el método Méxima Similitud. Con valores de
bootstrap >60%.
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Figura 27. Arboles filogenéticos relacionando 27 aislados Norte Americanos en las regiones
gendémicas MP y CP. Generados por el método Maxima Similitud. Con valores de bootstrap

>60%.
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VIII. Discusion

En este trabajo de tesis se construyeron dos sondas marcadas con digoxigenina
correspondientes a la regién CP y MP del genoma de ToBRFV, para su uso como herramienta
crucial para aplicar la técnica de hibridacién molecular dot-blot usando el sistema DIG de
deteccion (Roche Diagnostics-Alemania). Esta técnica ha sido ampliamente usada en
virologia vegetal y en algunos casos se desarroll6 para una deteccidn simultdnea de ocho
virus: Virus del mosaico de la manzana (ApMV), Virus de la mancha anular necrdtica de
Prunus (PNRSV), Virus del enanismo de la poda (PDV), Virus latente de la viruela del
ciruelo en la manzana (APLPV), Virus de la viruela del ciruelo (PPV), Virus de la mancha
clorética de la hoja del manzano (ACLSV), Virus latente del albaricoque (ApLV), Necrosis
de la corteza de ciruela y virus asociado a las picaduras del tallo (PBNSPaV) (Peir0 et al.,
2012).

Las dos sondas (BRF-S1066 y BRF-S475) demostraron la capacidad de hibridar con
eficiencia a sus transcritos complementarios y al genoma viral en extracto de ARN total y
sin marcar sefiales en muestras libres de virus. El limite de deteccion de las diluciones de
transcritos complementarios a las sondas fueron aproximadamente entre 1 y 2 pg/ul. Estos
valores entran en el rango minimo de deteccion de sondas descritas previamente con otras
sondas que oscilan entre 0.2 y 5 pg/ul (Sanchez-Navarro et al., 2018). Sin embargo,
concentraciones menores de 1 pg/ul pueden producir un falso negativo, por lo cual limitan la
sensibilidad de la técnica y la identificacion temprana de la enfermedad en sus primeras
etapas. Recientemente, en un trabajo realizado por Ontafion etal. (2024), los autores
compararon dos técnicas de deteccién: hibridacion molecular y RT-PCR, y demostraron que
esta Ultima representa un limite de deteccion 125 veces superior al observado con la
hibridacion dot-blot.

Rubio et al., (2020) manifestaron que los procedimientos de diagnostico deben optimizarse
para lograr una precision en la deteccion del nimero maximo de miembros dentro del grupo
(sensibilidad como tasa de verdaderos positivos) y en la distincion de los virus externos
(especificidad como tasa de verdaderos negativos), argumentando con casos de estudios que
la variabilidad genética dentro de cada especie de virus y las relaciones genéticas con otras

especies de virus son factores importantes que afectan esta precision (Rubio et al., 2020). En
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el laboratorio de Agrobiotecnologia en CIQA no se cuenta con aislados virales distintos a
ToBRFV, y los dos aislados analizados fueron proporcionados de invernaderos, por lo cual
no hay datos que describen la sensibilidad de las sondas generadas ni la especificad, sin
embargo, sabiendo que el porcentaje de identidad y de similitud entre los miembros de esta
especie supera el 98%, esto nos lleva a considerar que las sondas generadas en este trabajo
pueden detectar cualquier variante correspondiente. Por otro lado, los porcentajes de
identidad de ToBRFV con otros tobamovirus oscilan entre 69.5 a 82.5%, donde los
porcentajes mas altos corresponden a aislados de TMV y ToMV (Salem et al., 2016). Estos
valores pueden ser preocupantes, sin embargo, recientemente dos Tobamovirus: el virus del
moteado del pimiento (BPeMV) y el virus del moteado leve del aji (CPMMV), se detectaron
con sondas marcadas con digoxigenina, para ello se usaron dos sondas que hibridan en dos
sitios del genoma de CPMMV y una en el genoma de BPeMV. Estos 3 sitios en el genoma
comparten el 80.6, 75.8 y 89.4 % de identidad entre los dos aislados. Los resultados obtenidos
revelaron que las tres sondas eran especificas, no mostrando hibridaciéon cruzada entre el
tejido infectado con CPMMV y con BPeMV vy sin sefial en el tejido sano. Aqui,
probablemente el tamafio de la sonda fue crucial porque las sondas generadas fueron de 142,
351y 291 nt (Ontafion et al., (2024) en comparacion a los tamafios de las generadas en esta
tesis que fueron de 475 y 1065 pb. De igual manera, una sonda marcada con digoxigenina,
fue disefiada para el tobamovirus del mosaico moteado del tomate (ToMMYV) de 406 pb,
demostr¢ fiabilidad de deteccion similar a la obtenida con RT-PCR y sin cruzamiento con el
virus de mayor similitud, el TMV que comparte un porcentaje de identidad genética, entre el
94% y 97%, dependiendo del aislado analizado (Ambros et al., 2017).

Las pruebas realizadas en este trabajo mostraron la ventaja de la técnica de hibridacion
molecular de analizar un gran nimero de muestras (106) en un solo proceso. No obstante,
teniendo herramientas adecuadas este numero podrian ser ain mayor. Por ejemplo, los tubos
de cristal en los cuales se realiza la hibridacion existen en dos tamarios, el uso del tubo méas
largo exige un casette donde se expone la membrana a la pelicula de Rayos X, de tamafio

mayor, la disponibilidad de estas dos herramientas nos permite doblar el nimero de muestras.

En esta tesis se consiguio realizar una curva de calibracion para cada sonda, demostrando la

capacidad de usar esta técnica para la semicuantificacion del ToBRFV. Esta aplicacion
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semicuantitativa fue documentada en trabajos como los de (Marco y Aranda, 2005; Kassem
et al., 2013). Las imagenes digitalizadas se analizaron informaticamente para cuantificar la
intensidad de la sefial en cada punto (dot). Los autores de estos trabajos se basaron en los
valores que proporcionan los dots correspondientes a las muestras de ARN transcrito viral
para calibrar la relacion entre la intensidad de la sefial y la cantidad de ARN viral. No
obstante, el éxito de esta técnica y el rango de esta curva dependen de varios factores: la
concentracion de la sonda, del transcrito positivo y del virus en las muestras, ademas, del
tiempo de exposicion de la pelicula de Rayos X en el momento de la captura de sefiales
qguimioluminiscentes emitidas por las muestras marcadas. Lo que exige realizar varias

pruebas de calibracién y optimizacion.

Otro de los objetivos planteados en esta tesis fue la deteccion y la secuenciacion del genoma
total de dos aislados de ToBRFV procedentes de los estados de Jalisco (2019) e Hidalgo
(2023). Los estados donde se reportd la presencia del virus en México fueron ocho desde el
primer reporte en Michoacén en el 2018 (Cambrén-Crisantos et al., 2018), seguido de Baja
California Sur (Camacho-Beltran et al., 2019) y Sinaloa (EPPO, 2019), y recientemente en
Guanajuato (Nolasco-Garcia et al., 2023), Jalisco (Vargas-Mejia et al., 2023), Coahuila
(Véasquez-Gutiérrez et al., 2024), Colima y en el Estado de México (Avila-alistac et al.,
2024).

Hoy dia, existen alrededor de 260 secuencias completas en la base de datos que corresponden
a ToBRFV, de los cuales, segun los analisis filogenéticos, 150 secuencias son de origen
holandés (van de Vossenberg et al., 2020). México aportd 12 secuencias completas: tres
fueron secuenciadas en proyectos nacionales (aislados de Sinaloa, Cuidad de México y
Guanajuato) y 9 (de origen desconocido por ser colectados en mercado local) fueron
mencionados en un estudio realizado en Estados Unidos (Abrahamianes et al., 2022). Las
nuevas secuencias presentadas en esta tesis, pueden aportar mas informacion respecto a la
diversidad genética del virus dentro del pais, sin embargo, mas secuencias representativas de
diferentes regiones del pais son necesarias para llegar a plasmar un estudio global de la
diversidad, la evolucion y la epidemiologia de TOBRFV en México y como consecuencia
poder comprender las interacciones entre las plantas hospederas y el virus (Caruso et al.,
2022).
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Adicionalmente, los analisis bioinformaticos de las secuencias virales rastrean la propagacion
del virus y estiman sus rutas de transmision. Lo que se considera esencial para desarrollar
estrategias de supervision y para prevenir la migracion del virus a otros lugares. La
identificacion de patrones de dispersion puede ayudar a predecir brotes futuros y preparar a
los agricultores para enfrentar posibles infecciones. Ademas, las secuencias genomicas
contribuyen al conocimiento molecular del virus para mejorar las estrategias de diagndstico
y control, y facilita el desarrollo de herramientas de diagndstico mas precisas (Rubio et al.,
2020).

Los aislados ToBRFV-MX-Ja y -Hgo conservan la estructura genémica y funcional de
ToBRFV en comparacion con el aislado de referencia Tom1-Jo de Jordania. Parecido al
observado en la mayoria de los aislados estudiados en el trabajo de Abrahamian et al. (2022),
no se detectaron mutaciones en los seis aminoacidos H67, N125, K129, A134, 1147, y 1168
de la MP, unas mutaciones en esos aminoacidos pueden causar la perdida de virulencia de
ToBRFV en tomates que portan el locus Tm-22 (Yan et al., 2021; Abrahamian et al., 2022).
Sin embargo, en la region (60-180 de la MP) descrita como responsable de la patogenicidad
(Abrahamian et al., 2022), el aislado ToBRFV-Mx-Hgo sufrié modificacion no sinébnima en

la posicion D62.

La relacién de filogenia en la poblacion mundial de TOBRFV esta dividida entre tres clados
(van de Vossenberg et al., 2020; Esmaeilzadeh et al., 2023). Acorde a Abrahimiean et al.
(2022), la poblacion estadounidense de TOBRFV se divide igual en estos tres clados. Dos de
ellos agrupan solo pocos aislados de Estado Unidos. Mientras que todos los aislados de
México y Canada (considerados en el trabajo) y otra mayoria de EUA se encuentran en el
tercer clado. En el andlisis filogenético, no se llego a distinguir estos tres clados a nivel
internacional, probablemente los aislados elegidos no fueron representativos, pero a nivel
regional los tres clados fueron estadisticamente definidos, efectivamente todos los aislados
mexicanos se encontraron en un solo clado, y dentro de este clado, abarcaron en dos
subclados igualmente bien definidos, los aislados de Sinaloa (CInSin/ OM782671.1), de la
Cuidad de México (TBRFV-MX-CP/ MW349655) y de Guanajuato (ToBRFV-Mex2/
OK339579.1). Esto coincide con los resultados de Vargas-Mejia et al. (2023) quienes

confirmaron que dos aislados de México se encuentran en dos clados distintos: uno formado
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solamente de aislados norteamericanos y otro agrupado con aislados de Holanda y el Medio
Oriente, llegaron a sugerir que se han producido al menos dos introducciones separadas de
este virus al pais (Vargas-Mejia et al., 2023). Los estudios filogenéticos de Salih Yilmaz
(2023), no revel6 ninguna asociacion notable entre la diversidad gendmica y los origenes
geograficos de los aislados analizados. Sin embargo, los autores usaron en los andlisis las
secuencias completas de la region CP. Segun los resultados obtenidos, esta region no
demostr6 diversificacion significativa en la poblacion y probablemente los resultados
obtenidos no son descriptivos a la realidad.

La variacion genética de una poblacion viral es la base para la evolucion y adaptacion de los
virus en sus huéspedes, vectores 0 a su entorno. Durante la infeccion, los virus sufren
mutaciones, recombinaciones y reordenamiento y por lo cual generan una nube de variantes.
La acumulacion de las diferencias genéticas a lo largo del tiempo genera una divergencia
genética en la poblacion. Varios factores contribuyen a la fijacion de estos cambios, los
principales como la presion y la deriva genética. Estos factores en conjunto dan forma a la
trayectoria evolutiva de los linajes y determinan el patron de divergencia observado en los
arboles filogenéticos (Caruso et al., 2022; Garcia-Ruiz, 2022). En esta tesis, la variabilidad

genética en la poblacion de TOBRFV fue estimada basandose en la diversidad genética.

El valor de la diversidad en posicion sinénima y no sindnima de toda la poblacion (genoma
total) dentro la poblacion regional (0.0027 +£0.0002) fue mayor del estimado en el trabajo de
Esmaeilzadeh et al. (2023), igual a 0.0022, para la misma region, esta diferencia fue
probablemente por limitar los aislados mexicanos a los descritos en el trabajo de
(Abrahamian et al., 2022; Esmaeilzadeh et al., 2023). Por otro lado, la diversidad estimada
con los dos nuevos aislados se encuentra en la misma magnitud que la diversidad observada
en varias poblaciones del tobamovirus TMV (variable entre 0.014 y 0.022) y 8 veces menor
de uno a otro tobamovirus TMGMV (Tobacco mild green mosaic virus) (entre 0.002 y 0.004)
(Zamfir et al., 2023).

La mutacion por sustitucion de nucledtidos se considera uno de los mecanismos evolutivos
importantes por ser la principal fuente de nuevas variantes de virus de ARN (Hanada et al.,
2004). No obstante, la seleccidn natural no influye fuertemente en la probabilidad de fijacion

de la sustitucion sinénima, al menos a nivel de proteina, y por lo tanto la tasa de sustitucion
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sinénima refleja la tasa de mutacion en gran medida (Hanada et al., 2004). En nuestros
analisis se estimo el promedio de diversidad genética para cada poblacion en posicion
sindnima los valores obtenidos muestran una diversidad regional levemente mayor que la
mundial. Segun estudios recientes realizados con poblaciones de ToBRFV, este virus tiene
una diversidad muy limitada (Esmaeilzadeh et al., 2023; Abrahamian et al., 2022;
Vossenberg et al., 2020) a pesar de que su diversidad es 10 veces mayor que el virus de
extrema estabilidad y su diversidad es muy limitada CYSDV (dS igual a 0.00068; Marco y
Aranda, 2005).

Nuestros resultados confirman que la seleccién purificadora influyé con diferentes
intensidades entre las regiones gendmicas. En la poblacion regional, una fuerte seleccion
purificadora esta actuando sobre el ORF1y 2 y en la internacional en el ORF2. Mientras, que
el valor més alto se observo para ORF 3 (MP), nuestros resultados no coinciden con el trabajo
de Giller et al. (2023) quienes realizaron analisis con 6 aislados turcos de ToBRFV, llegando
a la conclusion que CP y MP se encuentran bajo fuerte presion negativa. De igual manera
contradicen con la teoria que las presiones de seleccidn negativa parecen ser méas fuertes en
los genes que codifican proteinas expuestas en la superficie del virion por lo cual este estudio
debe ser revisado a detalle. A nivel internacional el valor dNS/dS en la region MP es cerca

de 1, lo que refleja una evolucion neutra.

En resumen, en este trabajo se consiguio generar dos sondas marcadas con digoxigenina que
hibridan en las zonas MP y CP del genoma de ToBRFV. Se comprobé su eficiencia al usarlas
en experimentos controlados de laboratorio donde el dnico virus usado fue el TOBRFV, de
igual manera se comprobd la posibilidad de ser usadas como técnica semicuantitativa de la
carga viral. Hasta el momento no se ha confirmado la especificidad y la sensibilidad de las

sondas por lo cual no es recomendable para diagnostico temprano en el campo.

Por otra parte, esta tesis ofrece los datos de dos nuevos aislados de ToBRFV en Mexico,
procedentes de los estados de Jalisco e Hidalgo. Los analisis realizados, muestran que los
dos aislados se encuentran en el mismo clado filogenético que otros aislados de Canada y de
Estados Unidos, mientras las poblaciones de todos los aislados mexicanos descritos se
encuentran divididos en 2 subclados. Sus genes estan sometidos a una presion purificadora

que esta restringiendo su variabilidad funcional.
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IX. Conclusiones

La técnica de hibridacién molecular con sondas marcadas con digoxigenina es una
técnica especifica y fiable para detectar el virus ToBRFV en experimentos
controlados. Por falta de estudio, las sondas generadas no son recomendables para
diagndstico temprano en el campo.

La técnica de hibridacion puede ser usada como método cuantificativo para estimar
la carga viral, siempre y cuando se optimice la curva de calibracion aplicando
suficientes diluciones con concentraciones previamente determinadas y evitando
larga exposicion de la membrana con el sustrato luminiscente a la pelicula radio X.
Los dos aislados caracterizados en esta tesis: TOBRFV-MX-Ja y -Hgo se encuentran
en uno de los dos clados filogenéticos descritos antes que agrupan los aislados
mexicanos junto a aislados de Canada y Estados Unidos.

Los dos aislados TOBRFV-MX-Jay -Hgo conservan su estructura genémica, formada
de 4 ORFs y sus dominios funcionales descritos previamente para el género
Tobamovirus al cual pertenece ToBRFV. No se detectaron inserciones o deleciones a
lo largo del genoma comparado con las secuencias de TOBRFV publicadas en la base
de datos NCBI.

La diversidad genética en posicion sinbnima muestra que la poblacion de ToBRFV
incluyendo los dos aislados estudiados es mayor en la zona regional (México, Estados
Unidos y Canada) que la zona global (internacionales) eso puede llevar a la
conclusion que el virus entrd a la zona por importacion comercial, probablemente de
varios origenes.

Los genes de los aislados TOBRFV se encuentran bajo una presion purificadora que

limita su variabilidad funcional.
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Perspectivas

Estudiar la capacidad de las sondas (BRF-S1066 y BRF-S475) a hibridar solo al
genoma de ToBRFV sin revelar sefiales de cruzamiento con otros tobamovirus.
Construir sondas correspondientes a las regiones de ORF1 y 2 del genoma de
ToBRFV y comparar la sensibilidad y especificidad de cada una.

Clonar el genoma total del virus en un vector binario usando técnicas de clonacion
que no depende de sitios de restriccion como por ejemplo la de Gibson. Esta ultima
se base en la presencia de regiones homologas en los extremos de los fragmentos de
ADN.

Desarrollar uno o varios clones infectivos, y comprobar su capacidad de transformar

plantas.
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Anexo |.

XI. Anexos

Tabla 1. Disefio de oligos utilizados en diferentes técnicas

Nombre Secuencia 5"-3° Temp. GC% No. Nt
(Tm °C)

AGB-123 CAC AAT CGC AAC TCC ATCGC 53.8 55 20
AGB-124 CAG AGG ACC ATT GTA AAC CGG 54.4 52 21
AGB-188 GGG CCC CTACCG GGG GTT CC 64.1 80 20
AGB-189 CAC ACA GACAGCTACCACATCC 56.7 55 22
AGB-190 CCA ACA ACA ACAAACAACAAACAAC 52.8 36 25
AGB-191 GGC CGG TCT GTC TGG AGAC 57.6 68 19
AGB-192 CTC CCA GGT AAT AGC ACC ATG 54.4 52 21
AGB-193 GTCGGCCCATGCTGATGAC 55.4 63 19
AGB-194 GGT GTC GAG AGATAT GTCG 51.1 53 19
AGB-247 GTT GGT CAG ATT GAC TCC GAC 54.4 52 21
AGB-248 GTC GGA GTC AAT CTG ACC AAC 54.4 52 21
AGB-249 CCAGGTCTG AGT GGG ATGTTG AC 58.8 57 23
AGB-250 TTG ATAGCC TGG TAG CATCACTCTC 57.7 48 25
AGB-251 GCA GAACTACGCTGCGTTGTC 56.3 57 21
AGB-252 GCTTGTTTAGCTTCCATGTTG CCC 57.4 50 24
AGB-253 CAA CGT GGT ACT TCC TAG CAT GTG 57.4 50 24
AGB-254 TCA AAATCT GCAAGCTGACCAATGG 56 44 25
AGB-119 CAGAGTTTTTGG GTT CCT CCA GCA 57.4 50 24
AGB-120 CTA ATG CGT CTCCCG ACACT 53.8 55 20
AGB-121 CAATCCTTGATGTGTTTAGCAC 51.1 41 22
AGB-122 ATG GTACGA ACG GCGGCAG 55.4 63 19
AGB-257 GGT GGG AATTTT GCATCT CAT CTG 66.6 46 24
AGB-258 ACC AGT AAT TGA CCG ATG AGG 64.9 48 21
AGB-259 TGG AGG AGACTGAGGTTATG 64.8 50 20
AGB-260 ACC GAC GAT GTACACATGAC 64.8 50 20
AGB-261 CCG ATG AATGTTGTAACGTCC 64.9 48 21
AGB-262 GTG GAA GGT ACG TGATAC ATC 64.9 48 21
AGB-263 GGC TAT GTACATCTT GCT GG 64.8 50 20
AGB-264 CAC AAA CTC TAATGA CAG CGG 64.9 48 21

Temp=Temperatura, GC= Guanina y Citosina. No. Nt= NUmero de nucle6tidos.
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Anexo 1.

Tabla 2. Pares de oligos disefiados para la secuenciacion del aislado de Guadalajara Jalisco.

Foward

Secuencia

Reverse

Secuencia

AGB-120

AGB-122

AGB-124

AGB-189

AGB-191

AGB-193

AGB-248

AGB-250

AGB-252

AGB-254

CCA ACA ACA ACA AAC
AAC AAACAAC

ATG GTA CGA ACG GCG
GCAG

CAG AGG ACC ATT GTA
AAC CGG

CAC ACA GAC AGC TAC
CACATCC

GGC CGG TCT GTC TGG
AGAC

GTC GGC CCA TGC TGA
TGAC

GTC GGA GTC AAT CTG
ACC AAC

TTG ATA GCC TGG TAG
CATCACTCTC

GCT TGT TTA GCT TCC
ATGTTG CCC

TCA AAA TCT GCA AGC
TGA CCAATGG

AGB-119

AGB-121

AGB-123

AGB-188

AGB-190

AGB-192

AGB-194

AGB-247

AGB-249

AGB-251

AGB-253

CAG AGT TTT TGG GTT
CCT CCAGCA

CAA TCC TTG ATG TGT
TTAGCAC

CAC AAT CGC AAC TCC
ATC GC

GGG CCC CTA CCG GGG
GTT CC

CCA ACA ACA ACA AAC
AAC AAACAAC

CTC CCA GGT AAT AGC
ACC ATG

GGT GTC GAG AGA TAT
GTCG

GTT GGT CAG ATT GAC
TCC GAC

CCA GGT CTG AGT GGG
ATGTTG AC

GCA GAA CTA CGC TGC
GTT GTC

CAA CGT GGT ACT TCC
TAG CAT GTG

Anexo 1.

Tabla 3. Pares de oligos disefiados para la secuenciacién del aislado de Hidalgo.

Foward Secuencia Reverse Secuencia

CCA ACA ACA ACA AAC CTA ATG CGT CTC CCG
AGB-190 AACAAACAAC AGB-120 ACACT

CCA GGT CTG AGT GGG CAA CGT GGT ACT TCC
AGB-249 ATGTTGAC AGB-253 TAG CAT GTG

GGC CGG TCT GTC TGG GTC GGA GTC AAT CTG
AGB-191 AGAC AGB-248 ACC AAC

GCA GAA CTA CGC TGC TCA AAA TCT GCA AGC
AGB-251 GTTGTC AGB-254 TGACCAATGG

ATG GTA CGA ACG GCG CAA TCC TTG ATG TGT
AGB-122 GCAG AGB-121 TTAGCAC
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GCT TGT TTA GCT TCC GTC GGC CCA TGC TGA

AGB-252 ATGTTGCCC AGB-193 TGAC
CAC AAT CGC AAC TcCC GGG CCC CTA CCG GGG
AGB-123 ATCGC AGB-188 GTTCC
Anexo V.

Tabla 4. Condiciones utilizadas en los fragmentos amplificados para secuenciacion directa
del aislado de Hidalgo.

Nombre | Desnaturalizacion | Pasol | Paso2 | Paso3 | Extension | Numero
del inicial final de
fragmento ciclos.
FRAG-1 94 °C 94 °C 51°C 68 °C 68 °C 30
2 min 15seg | 30seg | 2min 5 min
FRAG-2 94 °C 94 °C 55°C | 68°C 68 °C 30
2 min 15min | 30seg | 1.3min 5 min
FRAG-3 94 °C 94 °C 53°C | 68°C 68 °C 30
2 min 15seg | 30seg | 1.3 min 5 min
FRAG-4 94 °C 94 °C 55°C 68 °C 68 °C 30
2 min 15seg | 30seg | 1.3 min 5 min
FRAG-5 94 °C 94 °C 51°C 68 °C 68 °C 30
2 min 15seg | 30seg | 1.2min 5 min
FRAG-6 94 °C 94 °C 55°C 68 °C 68 °C 30
2 min 15seg | 30seg | 1.4 min 5 min
FRAG-7 94 °C 94 °C 54 °C 68 °C 68 °C 30
2 min 15seg | 30 seg 1 min 5 min
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Anexo V.

Tabla 5. Protocolo de Hibridacién Molecular mediante la técnica Dot Blot

Paso Accion

1 Preparacion de la membrana con las muestras. Fijarla exponiéndola a la
luz UV/Crooslinker (E:1200)

2 Hibridar la membrana con la sonda en el horno. T2: 68° C. toda la noche

3 Lavar con Sol 1 (2X SSC mas 0.1% SDS) a RT (opcional a 68° C) / X2

4 Lavar con Sol 2 (0.1X SSC mas 0.1% SDS). T2 68° C /X2

5 Lavar la membrana en Tampon de lavado a temperatura ambiente

6 Incubar en Tampdn Il a temperatura ambiente

7 Incubar con el conjugado Anti-DIG-AP (B & M) diluido 1:10.000 en
Tampon 1I.

8 Lavar la membrana en Tampon de lavado a RT /X2

9 Equilibrar la membrana en 5-7 ml. de Tampoén Il a RT.

10 Incubar la membrana en el sustrato CSPD (B & M) diluido 1:100 en
Tampon 111 en oscuridad y a RT.

11 Envolver la membrana en una bolsa de pléastico y colocarla en el casete.

12 Revelar la pelicula en la cdmara oscura (con Revelador / Agua / Fijador)

Anexo VI.

>Seqg. 6332 bp. ToBRFV-Mx-Ja.

CCAACAACAACAAACAACAAACAACAACATCACAATTACTATTTACAACTACAATGGCATACACACAGACAGC
TACCACATCCGCTTTGCTCGACACTGTCCGAGGTAACAATACCTTGGTCAACGATCTTGCGAAGCGGCGTCTT
TATGACACAGCGGTCGACGAGTTCAACGCTCGTGATCGCAGGCCCAAAGTAAATTTTTCCAAAGTAATAAGTG
AGGAACAGACGCTTATTGCTACTAGGGCATATCCAGAATTCCAGATAACCTTCTATAATACGCAGAACGCCGT
GCATTCGCTTGCCGGTGGACTACGATCCTTAGAACTGGAATATCTAATGATGCAGATCCCGTACGGATCACTC
ACATATGATATAGGTGGGAATTTTGCATCTCATCTGTTCAAAGGACGGGCATATGTTCACTGCTGTATGCCCA
ATCTTGATGTCCGCGACATAATGCGGCACGAAGGCCAGAAAGACAGTATAGAATTATACCTTTCCAGGCTTGA
GCGGGGCAACAAAGTTGTCCCAAATTTCCAAAAGGAAGCTTTTGACAGATACGCTGAAACGCCAGACGAAGTT
GTCTGTCACAGTACCTTCCAAACGTGTACGCACCAgCAGGTGGAAAACACAGGCAGGGLEGTATGCTATTGCAT
TGCACAGTATATACGATATACCTGCTGATGAATTCGGAGCGGCACTTTTAAGGAAAAATGTCCATGTTTGTTA
CGCCGCCTTCCACTTTTCCGAGAATTTACTTCTCGAAGATTCACACGTCAACCTTGACGAAATCAACGCGTGT
TTTTcGCGTGATGGAGACAAGCTGACTTTTTCTTTCGCATCTGAGAGCACTTTAAATTATTGTCATAGTTATT
CTAATATTTTAAAATACGTGTGCAAAACTTACTTCCCGGCATCTAATAGAGAGGTCTACATGAAGGAGTTTTT
GGTCACCAGGGTTAACACCTGGTTTTGTAAGTTTTCTAGGATAGATACTTTTTTATTATACAAGGGGGTAGCC
CACAAAGGTGTAAATAGTGAGCAATTTTACAGCGCAATGGAAGATGCATGGCACTACAAAAAGACTCTTGCAA
TGTGTAACAGCGAGAGGATTCTTCTTGAAGATTCCTCATCGGTCAATTACTGGTTcCCAAAAATGAGAGATAT
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GGTCATAGTTCCTCTATTcGACATATCTCTcGACACCAGTAAAAGGACCCGCAAAGAAGTCTTAGTGTCAAAG
GATTTTGTATTCACAGTTTTAAATCACATTCGCACTTATCAAGCCAAGGCACTTACATACTCCAATGTTTTAT
CCTTTGTCGAATCAATTCGTTCAAGGGTAATTATCAACGGAGTGACTGCCAGGTCTGAGTGGGATGTTGACAA
ATCTCTTTTGCAATCCTTGTCCATGACATTTTTCTTGCATACAAAGCTTGCCGTTTTAAAAGACGAATTGTTA
ATCAGCAAGTTTAGTTTGGGGCCAAAATCAGTAAGCCAGCATGTATGGGATGAGATTTCCCTGGCTTTTGGAA
ACGCATTTCCATCGATCAAGGAGAGACTGCTAAATCgGAAACTAATTAAAGTGTCGGGAGACGCATTAGAAAT
CAGGGTGCCTGATTTATATGTGACGTTTCACGATAGATTAGTGACTGAGTACAAAACATCGGtgGATATGCCA
GTGCTTGATATCAGAAAGAGAATGGAGGAGACTgAGGTTATGTACAATGCATTGTCTGAGCTATCTGTGCTCA
AGGAGTCGGACAAGTTCGACGTTgATGTTtTTTCCCGGATGTGCCAGACTTTGGAGGTAGACCCAATGACTGC
AGCAAAGGTTATTGTGGCAGTGATGAGCAACGAGAGCGGACTGACTCTTACATTCGAACAGCCAACTGAAGCA
AATGTCGCATTGGCACTTAAAGATTCAGAAAAAGCCTCTGAGGGTGCACTAGTGGTTACTTCTAGAGATGTTG
AAGAACCATCCATGAAGGGTTCAATGGCAAGAGGAGAGTTACAATTGGCCGGTCTGTCTGGAGACCAACCAGA
GTCTTCCTATACTCGGAACGAGGAAATAGAGTCATTAGAGCAATTCCACATGGCAACGGCTAGTTCGTTAATT
CGGAAACAGATGAGTTCGATTGTGTACACGGGCCCCATTAAAGTTCAGCAAATGAAAAACTTTATTGATAGCC
TGGTAGCATCACTCTCTGCTGCGGTGTCGAACCTAGTCAAGATCCTAAAGGATACAGCTGCTATAGATCTCGA
AACCCGTCAgAAGtLTTGGAGTCTTAGATGTTGCGACCAAAAGATGGTTAATTAAACCTTTAGCCAAGAATCAC
GCATGGGGCGTTATTGAAACACATGCTAGGAAGTACCACGTTGCACTTTTGGAGTATGATGAGCATGGAGTGG
TAACTTGCGACAGTTGGAGAAGGGTGGCCGTGAGTTCTGAGTCAATGGTTTATTCTGATATGGCAAAGCTCAG
AACACTGAGGAGATTATTAAGGGATGGTGAGCCTCATGTCAGCAGTGCTAAAGTCGTCCTAGTTGACGGTGTC
CCGGGTTGTGGAAAGACAAAAGAGATTCTCTCGAAAGTAAATTTTGAGGAAGATCTAATCTTAGTACCGGGTA
AGCAGGCTGCTGAAATGATAAAGAGGCGTGCTAATGCGTCAGGAATAATTCAAGCCACAAGAGATAATGTTCG
TACTGTTGATTCATTTATAATGAACTACGGTAAAGGAACACGCTGTCAGTTCAAAAGGTTATTTATCGACGAA
GGTCTGATGTTGCACACTGGTTGTGTGAATTTTCTTGTTTCTATGTCTCTGTGCGAAATTGCATATGTTTATG
GAGACACACAACAAATTCCATACATCAACAGAGTATCCGGTTTTCCGTaCCCTGCACATTTTGCAAAAATAGA
GGTTGATGAGGTGGAAACTCGCAGAACTACGCTGCGTTGTCCAGCCGACATTACCCACTATCTTAACAGAAGG
TACGACGGACATGTCATGTGTACATCGTCGGTTAAAAAGTCAGTTTCTCAGGAAATGGTGAGCGGGGCCGCAA
TGATCAATCCTGTATCTAAGCCACTGAATGGGAAAGTTTTGACTTTCACTCAGTCTGATAAAGAGGCGCTGCT
TTCTCGAGGATATACGGACGTCCATACAGTACATGAGGTACAAGGTGAGACATATGCAGATGTGTCGTTGGTC
AGATTGACTCCGACACCTGTATCTATCATCGCAGGAGATAGTCCGCACGTTCTTGTAGCTTTGTCAAGGCATA
CCCAAACATTGAAGTATTACACCGTAGTGATGGATCCTCTTGTAAGTATAATTAGGGATTTAGAAAAACTTAG
TTCTTACTTGTTAGATATGTATAAAGTAGATGCAGGGACCCAATAGCAATTACAGGTAGACTCCGTGTTTAAA
GGTTCTAATCTTTTTGTTGCAGCACCAAAGACTGGAGATATCTCAGATATGCAATTTTACTATGATAAGTGTC
TCCCAGGTAATAGCACCATGTTAAATAACTATGATGCTGTTACCATGAGGTTGACTGACATTTCTCTTAATGT
CAAAGATTGCATATTGGATTTCTCTAAGTCTGTGGCTGCACCGAAGGATCCGATCaaaCCACTaATTCCAATG
GTACGAACGGCGGCAGAAATGCCACGCCAGACTGGACTATTGGAAAATTTGGTGGCGATGATCAAAAGAAACT
TTAATTCACCGGAGTTATCAGGAATAATCGACATTGAGAATACTGCATCTTTAGTAGTAGATAAATTTTTTGa
TAGTTACTTGCTTAAAGAAAAAAGAAAACCAAATAAAAATGTTTCTTTATTTTGTAGAGAGTCTCTCAATAGA
TGGTTAGAGAAGCAGGAGCAAGTGACCATTGGTCAACTTGCAGATTTTGATTTTGTGGATCtTCCTGCCGTTG
ATCAGTACAGGCATATGATTAAAGCGCAACCTAAGCAGAAGCTGGATACATCAATTCAAAGCGAATATCCGGC
CTTGCAGACGATTGTGTATCATTCGAAAAAGATCAACGCAATCTTCGGTCCTTTGTTCAGTGAGCTCACAAGG
CAAATGCTCGAAAGCATAGACTCAAGTAAGTTTTTGTTCTTTACAAGGAAGACGCCAGCTCAAATTGAGGATT
TCTTCGGAGATCTCGATAGCCATGTCCCTATGGATATCTTGGAGTTGGATATTTCGAAGTATGACAAATCTCA
GAACGAGTTCCACTGTGCAGTAGAGTATGAAATATGGAGAAGACTTGGATTAGAAGATTTTCTGGGAGAAGTT
TGGAAACAAGGCCACAGGAAAACTACTCTTAAAGATTACACAGCTGGTATTAAAACGTGTTTATGGTACCAGA
GAAAGAGTGGGGACGTTACAACATTCATCGGTAATACGGTGATTATTGCTGCTTGTTTAGCTTCCATGTTGCC
CATGGAGAAAATAATCAAAGGTGCATTTTGCGGAGATGACAGTTTACTATACTTCCCAAAAGGTTGTGAGTTT
CCTGACATACAGCATACAGCCAACCTTATGTGGAATTTCGAGGCTAAGCTATTCAGAAAGCAGTATGGETATT
TCTGTGGAAGGTACGTGATACATCATGACAGAGGGTGTATTGTTTATTATGACCCTTTGAAGTTGATTTCTAA
ACTTGGTGCTAAACACATCAAGGATTGGGATCACTTAGAAGAGTTCAGAAGATCCCTTTGTGATGTTGCAAAT
TCGTTGAACAACTGTGCGTATTACACGCAGTTGGACGACGCTGTGAGTGAGGTCCATAAAACCGCACCCCCGG
GTTCGTTTGTaTATAAAAGTTTAGTTAAATATCTGTCCGATAAGGTTCTTTTTAGAAGTTTGTTTATAGATGG
CTCTTGTTAAGGGTAAAGTCAATATTAATGAGTTCATAGACTTGTCAAAATCAGAAAAATTTCTTCCGTCTaT
GTTCACACCTGTTAAGAGTGTCATGATCTCCAAGGTTGATAAGATATTGGTTCATGAAGATGAATCTTTGTCc
GAAGTCAATTTACTCAAAGGTGTAAAACTCATTAATGGTGGCTATGTACATCTTGCTGGTCTTGTGGTGACAG
GTGAATGGAATTTGCCAGATAATTGTCGTGGTGGTGTCAGEGTCTGTTTGGTCGATAAGAGAATGGAGAGAGC
GGACGAGGCAACTCTTGCTTCATACTATACCGCAGCGGCTAAGAAAAGGTTTCAGTTCAAAGTCGTTCCAAAT
TACAACATCACTACCAAGGACGCAGAAAAGGCAGTTTGGCAAGTACTAGTTAATATTAGAAATGTTAAAATTG
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CTGCGGGTTACTGTCCGCTGTCATTAGAGTTTGTGTCAGTGTGTATTGTTTATAAAAATATTATAAAACTCGG
TTTGAGAGAGAAAATTACGAGCGTCACGGATGGAGGGCCCATGGAACTATCAGAAGAAGTTGTTGATGAGTTC
ATGGAAGAAGTCCCGATGTCTGTAAGGCTTGCAAAATTTCGTTCGAAGACCGGAAAAAAGTTTAGTAGTAAAA
GTGAGAATAATAGTGGTAATAATAGGCCGAAACCAAACAAAAACCAAAGGAAGGAAAAGGGTTTAAAAGTTAG
GGTTGAGAAGGATAATTTAATTGAtAatGAATTGGAGACTTACATCGCCGALTCAGATTCGTATTAAATATGT
CTtaCACAATCGCAACTCCATCGCAATTTGTGTTTTTGTCATCAGCATGGGCCGACCCTATAGAATTAATAAA
TTTATGTACTAATTCACTAGGTAATCAGTTCCAAACACAACAAGCTAGAACAACCGTTCAACGGCAATTTAGC
GAAGTGTGGAAACCTGTCCCTCAAGTCACTGTTAGGTTTCCTGACAGTGGTTTTAAGGTGTATAGGTACAATG
CGGTACTAGATCCTCTAGTTGCTGCTTTGTTAGGAGCTTTCGATACTAGAAATAGGATTATAGAAGTCGAAAA
TCAGGCGAACCCGACAACCGCCGAAACGTTAGACGCTACTCGTAGAGTAGATGACGCAACGGTGGCTATAAGG
AGCGCTATAAATAATTTAGTAGTAGAATTGGTCAAAGGAACAGGCTTGTACAATCAGAGCACATTTGAAAGTG
CATCCGGTTTACAATGGTCCTCTGCACCTGCATCTTGAGATAATCGAGATGCTTAAATAACAGATTGTGTCTG
CAAACACACGTGGTACGTACGATAACGTATAGTGTTTTTCCCTCCACTTAAATCGAAGGGTAGTGTCTTGGAG
CGCGCGGGACAAATGTGTATGGTTCATACACATCCGTAGGCACGTAATAAAGCG

Anexo VII.

>Seq. 6332 bp. ToBRFV-Mx-Hgo.

CCAACAACAACAAACAACAAACAACAACATCACAATTACTATTTACAATACAATGGCATACACACAGACAGCT
ACCACATCCGCTTTGCTCGACACTGTCCGAGGTAACAATACCTTGGTCAACGATCTTGCGAAGCGGCGTCTTT
ATGACACAGCGGTCGACGAGTTCAACGCTCGTGATCGCAGGCCCAAAGTAAATTTTTCCAAAGTAATAAGTGA
GGAACAGACGCTTATTGCTACTAGGGCATATCCAGAATTCCAGATAACCTTCTATAATACGCAGAACGCCGTG
CATTCGCTTGCCGGTGGACTACGATCCTTAGAACTGGAATATCTAATGATGCAGATCCCGTACGGATCACTCA
CATATGATATAGGTGGGAATTTTGCATCTCATCTGTTCAAAGGACGGGCATATGTTCACTGCTGTATGCCCAA
TCTTGATGTCCGCGACATAATGCGGCACGAAGGCCAGAAAGACAGTATAGAATTATACCTTTCCAGGCTTGAG
CGGGGCAACAAAGTTGTCCCAAATTTCCAAAAGGAAGCTTTTGACAGATACGCTGAAACGCCAGACGAAGTTG
TCTGTCACAGTACCTTCCAAACGTGTACGCACCAGCAGGTGGAAAACACAGGCAGGGTGTATGCTATTGCATT
GCACAGTATATACGATATACCTGCTGATGAATTCGGAGCGGCACTTTTAAGGAAAAATGTCCATGTTTGTTAC
GCCGCCTTCCACTTTTCCGAGAATTTACTTCTCGAAGATTCACACGTCAACCTTGACGAAATCAACGCGTGTT
TTTCGCGTGATGGAGACAAGCTGACTTTTTCTTTCGCATCTGAGAGCACTTTAAATTATTGTCATAGTTATTC
TAATATTTTAAAATACGTGTGCAAAACTTACTTCCCGGCATCTAATAGAGAGGTCTACATGAAGGAGTTTTTG
GTCACCAGGGTTAACACCTGGTTTTGTAAGTTTTCTAGGATAGATACTTTTTTATTATACAAGGGGGTAGCCC
ACAAAGGTGTAAATAGTGAGCAATTTTACAGCGCAATGGAAGATGCATGGCACTACAAAAAGACTCTTGCAAT
GTGTAACAGCGAGAGGATTCTTCTTGAAGATTCCTCATCGGTCAATTACTGGTTCCCAAAAATGAGAGATATG
GTCATAGTTCCTCTATTCGACATATCTCTYGACACCAGTAAAAGGACCCGCAAAGAAGTCTTAGTGTCAAAGG
ATTTTGTATTCACAGTTTTAAATCACATTCGCACTTATCAAGCCAAGGCACTTACATACTCCAATGTTTTATC
CTTTGTCGAATCAATTCGTTCAAGGGTAATTATCAACGGAGTGACTGCCAGGTCTGAGTGGGATGTTGACAAA
TCTCTTTTGCAATCCTTGTCCATGACATTTTTCTTGCATACAAAGCTTGCCGTTTTAAAAGACGAATTGTTAA
TCAGCAAGTTTAGTTTGGGGCCAAAATCAGTAAGCCAGCATGTATGGGATGAGATTTCCCTGGCTTTTGGAAA
CGCATTTCCATCGATCAAGGAGAGACTGCTAAATCGGAAACTAATTAAAGTGTCGGGAGACGCATTAGAAATC
AGGGTGCCTGATTTATATGTGACGTTTCACGATAGATTAGTGACTGAGTACAAAACATCGGTGGATATGCCAG
TGCTTGATATCAGAAAGAGAATGGAGGAGACTGAGGTTATGTACAATGCATTGTCTGAGCTATCTGTGCTCAA
GGAGTCGGACAAGTTCGACGTTGATGTTTTTTCCCGGATGTGCCAGACTTTGGAGGTAGACCCAATGACTGCA
GCAAAGGTTATTGTGGCAGTGATGAGCAACGAGAGCGGACTGACTCTTACATTCGAACAGCCAACTGAAGCAA
ATGTCGCATTGGCACTTAAAGATTCAGAAAAAGCCTCTGAGGGTGCACTAGTGGTTACTTCTAGAGATGTTGA
AGAACCATCCATGAAGGGTTCAATGGCAAGAGGAGAGTTACAATTGGCCGGTCTGTCTGGAGACCAACCAGAG
TCTTCCTATACTCGGAACGAGGAAATAGAGTCATTAGAGCAATTCCACATGGCAACGGCTAGTTCGTTAATTC
GGAAACAGATGAGTTCGATTGTGTACACGGGCCCCATTAAAGTTCAGCAAATGAAAAACTTTATTGATAGCCT
GGTAGCATCACTCTCTGCTGCGGTGTCGAACCTAGTCAAGATCCTAAAGGATACAGCTGCTATAGATCTCGAA
ACCCGTCAGAAGTTTGGAGTCTTAGATGTTGCGACCAAAAGATGGTTAATTAAACCTTTAGCCAAGAATCACG
CATGGGGCGTTATTGAAACACATGCTAGGAAGTACCACGTTGCACTTTTGGAGTATGATGAGCATGGAGTGGT
AACTTGCGACAGTTGGAGAAGGGTGGCCGTGAGTTCTGAGTCAATGGTTTATTCTGATATGGCAAAGCTCAGA
ACACTGAGGAGATTATTAAGGGATGGTGAGCCTCATGTCAGCAGTGCTAAAGTCGTCCTAGTTGACGGTGTCC
CGGGTTGTGGAAAGACAAAAGAGATTCTCTCGAAAGTAAATTTTGAGGAAGATCTAATCTTAGTACCGGGTAA
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GCAGGCTGCTGAAATGATAAAGAGGCGTGCTAATGCGTCAGGAATAATTCAAGCCACAAGAGATAATGTTCGT
ACTGTTGATTCATTTATAATGAACTACGGTAAAGGAACACGCTGTCAGTTCAAAAGGTTATTTATCGACGAAG
GTCTGATGTTGCACACTGGTTGTGTGAATTTTCTTGTTTCTATGTCTCTGTGCGAAATTGCATATGTTTATGG
AGACACACAACAAATTCCATACATCAACAGAGTATCCGGTTTTCCGTACCCTGCACATTTTGCAAAAATAGAG
GTTGATGAGGTGGAAACTCGCAGAACTACGCTGCGTTGTCCAGCCGACATTACCCACTATCTTAACAGAAGGT
ACGACGGACATGTCATGTGTACATCGTCGGTTAAAAAGTCAGTTTCTCAGGAAATGGTGAGCGGGGCCGCAAT
GATCAATCCTGTATCTAAGCCACTGAATGGGAAAGTTTTGACTTTCACTCAGTCTGATAAAGAGGCGCTGCTT
TCTCGAGGATATACGGACGTCCATACAGTACATGAGGTACAAGGTGAGACATATGCAGATGTGTCGTTGGTCA
GATTGACTCCGACACCTGTATCTATCATCGCAGGAGATAGTCCGCACGTTCTTGTAGCTTTGTCAAGGCATAC
CCAAACATTGAAGTATTACACCGTAGTGATGGATCCTCTTGTAAGTATAATTAGGGATTTAGAAAAACTTAGT
TCTTACTTGTTAGATATGTATAAAGTAGATGCAGGGACCCAATAGCAATTACAGGTAGACTCCGTGTTTAAAG
GTTCTAATCTTTTTGTTGCAGCACCAAAGACTGGAGATATCTCAGATATGCAATTTTACTATGATAAGTGTCT
CCCAGGTAATAGCACCATGTTAAATAACTATGATGCTGTTACCATGAGGTTGACTGACATTTCTCTTAATGTC
AAAGATTGCATATTGGATTTCTCTAAGTCTGTGGCTGCACCGAAGGATCCGATCAAACCACTAATTCCAATGG
TACGAACGGCGGCAGAAATGCCACGCCAGACTGGACTATTGGAAAATTTGGTGGCGATGATCAAAAGAAACTT
TAATTCACCGGAGTTATCAGGAATAATCGACATTGAGAATACTGCATCTTTAGTAGTAGATAAATTTTTTGAT
AGTTACTTGCTTAAAGAAAAAAGAAAACCAAATAAAAATGTTTCTTTATTTTGTAGAGAGTCTCTCAATAGAT
GGTTAGAGAAGCAGGAGCAAGTGACCATTGGTCAACTTGCAGATTTTGATTTTGTGGATCTTCCTGCCGTTGA
TCAGTACAGGCATATGATTAAAGCGCAACCTAAGCAGAAGCTGGATACATCAATTCAAAGCGAATATCCGGCC
TTGCAGACGATTGTGTATCATTCGAAAAAGATCAACGCAATCTTCGGTCCTTTGTTCAGTGAGCTCACAAGGC
AAATGCTCGAAAGCATAGACTCAAGTAAGTTTTTGTTCTTTACAAGGAAGACGCCAGCTCAAATTGAGGATTT
CTTCGGAGATCTCGATAGCCATGTCCCTATGGATATCTTGGAGTTGGATATTTCGAAGTATGACAAATCTCAG
AACGAGTTCCACTGTGCAGTAGAGTATGAAATATGGAGAAGACTTGGATTAGAAGATTTTCTGGGAGAAGTTT
GGAAACAAGGCCACAGGAAAACTACTCTTAAAGATTACACAGCTGGTATTAAAACGTGTTTATGGTACCAGAG
AAAGAGTGGGGACGTTACAACATTCATCGGTAATACGGTGATTATTGCTGCTTGTTTAGCTTCCATGTTGCCC
ATGGAGAAAATAATCAAAGGTGCATTTTGCGGAGATGACAGTTTACTATACTTCCCAAAAGGTTGTGAGTTTC
CTGACATACAGCATACAGCCAACCTTATGTGGAATTTCGAGGCTAAGCTATTCAGAAAGCAGTATGGTTATTT
CTGTGGAAGGTACGTGATACATCATGACAGAGGGTGTATTGTTTATTATGACCCTTTGAAGTTGATTTCTAAA
CTTGGTGCTAAACACATCAAGGATTGGGATCACTTAGAAGAGTTCAGAAGATCCCTTTGTGATGTTGCAAATT
CGTTGAACAACTGTGCGTATTACACGCAGTTGGACGACGCTGTGAGTGAGGTCCATAAAACCGCACCCCCGGG
TTCGTTTGTATATAAAAGTTTAGTTAAATATCTGTCCGATAAGGTTCTTTTTAGAAGTTTGTTTATAGATGGC
TCTTGTTAAGGGTAAAGTCAATATTAATGAGTTCATAGACTTGTCAAAATCAGAAAAATTTCTTCCGTCTATG
TTCACACCTGTTAAGAGTGTCATGATCTCCAAGGTTGATAAGATATTGGTTCATGAAGATGAATCTTTGTCCG
AAGTCAATTTACTCAAAGGTGTAAAACTCATTAATGGTGGCTATGTACATCTTGCTGGTCTTGTGGTGACAGG
TGAATGGAATTTGCCAGATAATTGTCGTGGTGGTGTCAGTGTCTGTTTGGTCGATAAGAGAATGGAGAGAGCG
GACGAGGCAACTCTTGCTTCATACTATACCGCAGCGGCTAAGAAAAGGTTTCAGTTCAAAGTCGTTCCAAATT
ACAACATCACTACCAAGGACGCAGAAAAGGCAGTTTGGCAAGTACTAGTTAATATTAGAAATGTTAAAATTGC
TGCGGGTTACTGTCCGCTGTCATTAGAGTTTGTGTCAGTGTGTATTGTTTATAAAAATATTATAAAACTCGGT
TTGAGAGAGAAAATTACGAGCGTCACGGATGGAGGGCCCATGGAACTATCAGAAGAAGTTGTTGATGAGTTCA
TGGAAGAAGTCCCGATGTCTGTAAGGCTTGCAAAATTTCGTTCGAAGACCGGAAAAAAGTTTAGTAGTAAAAG
TGAGAATAATAGTGGTAATAATAGGCCGAAACCAAACAAAAACCAAAGGAAGGAAAAGGGTTTAAAAGTTAGG
GTTGAGAAGGATAATTTAATTGATAATGAATTGGAGACTTACATCGCCGATTCAGATTCGTATTAAATATGTC
TTACACAATCGCAACTCCATCGCAATTTGTGTTTTTGTCATCAGCATGGGCCGACCCTATAGAATTAATAAAT
TTATGTACTAATTCACTAGGTAATCAGTTCCAAACACAACAAGCTAGAACAACCGTTCAACGGCAATTTAGCG
AAGTGTGGAAACCTGTCCCTCAAGTCACTGTTAGGTTTCCTGACAGTGGTTTTAAGGTGTATAGGTACAATGC
GGTACTAGATCCTCTAGTTGCTGCTTTGTTAGGAGCTTTCGATACTAGAAATAGGATTATAGAAGTCGAAAAT
CAGGCGAACCCGACAACCGCCGAAACGTTAGACGCTACTCGTAGAGTAGATGACGCAACGGTGGCTATAAGGA
GCGCTATAAATAATTTAGTAGTAGAATTGGTCAAAGGAACAGGCTTGTACAATCAGAGCACATTTGAAAGTGC
ATCCGGTTTACAATGGTCCTCTGCACCTGCATCTTGAGATAATCGAGATGCTTAAATAACAGATTGTGTCTGC
AAACACACGTGGTACGTACGATAACGTATAGTGTTTTTCCCTCCACTTAAATCGAAGGGTAGTGTCTTGGAGC
GCGCGGGACAAATGTGTATGGTTCATACACATCCGTAGGCACGTAATAAAGCG

Anexo VIII.

Tabla 6. Aislados utilizados para determinar el promedio de distancia genética por poblacion.
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NUmero de secuencia

NUmero de acceso del NCBI

Pais

MN882033.1
OM515258.1
OR795502.1
MW314114.1
OR795503.1
MT018320.1
0Q722330.1
MW314091.1
OR792460.1
OR451555.1
MZ004925.1
OM515256.1
KT383474.1
NC_028478.1
MW314105.1
OP009342.1
MK648157.1
MW314110.1
MW314108.1
MW314104.1
MW314107.1
MW314092.1
0L311702.1
MN013188.1
MN013187.1
OP557566.1
OM515231.1
OM305070.1
0K624678.1
OM515232.1
OM515265.1
OM718702.1
MK133093.1
MN882035.1
MN882048.1
MW?284987.1
OM892684.1
OM892688.1
OM892687.1
OM892671.1
OM892685.1
OM892677.1
OM892672.1

Egypt
Peru
China
China
China
China
Russia
China
China
China
China
China
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Egypt
Cyprus
Palestine
Palestine
Iran

United Kingdom

Switzerland
Italy

United Kingdom

Belgium
Netherlands
Germany
Netherlands
Netherlands
France
Mexico
Mexico
Mexico
USA
Mexico
USA
USA
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

OM892679.1
OM892675.1
OM892686.1
OM892691.1
OM892690.1
OM892689.1
OM892673.1
MN549394.1
OM892682.1
MN549396.1
MN549395.1
0Q674194.1

OM892670.1
MW349655.1
OM892683.1
OM892674.1
OM892676.1
OM892678.1
OP244618.1

USA
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

USA
Canada

USA
Canada
Canada
Canada

USA
Mexico

USA

USA

USA

USA

USA
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