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Resumen

El presente estudio se enfoco en investigar la presencia del virus del acucharamiento de la hoja
del tomate (TYLCV) en plantas de tomate en el cantén de Sarchi, Costa Rica. Se recolectaron
muestras de plantas con sintomas de la enfermedad, asi como una muestra sin sintomas, y
se realizaron analisis moleculares y microscopicos para detectar y caracterizar el virus. Se
demostrd la presencia del TYLCV en las muestras analizadas mediante PCR, y comparando
con otras secuencias mediante un BLAST y un éarbol filogenético. Ademas, se observaron
diferencias en la gravedad de los sintomas entre las plantas expuestas al sol y a la sombra. En
el analisis por microscopia electrénica de transmision, se identificaron sintomas citopatolégicos
en los cloroplastos de las plantas infectadas, tales como deformacion, presencia de granulos de
almidoén, y cambios en la estructura y organizacion de los tilacoides. Estos hallazgos confirman
la presencia del TYLCV en los cultivos de tomate analizados. Estos resultados pueden ser de
utilidad para los agricultores y cientificos que buscan desarrollar estrategias de manejo y control
de esta enfermedad en los cultivos de tomate en Costa Rica.

Abstract

The present study focused on investigating the presence of tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
in tomato plants in Sarchi, Costa Rica. Samples from plants with symptoms of the disease, as
well as a sample without symptoms, were collected, and molecular and microscopic analysis
were performed to detect and characterize the virus. The results confirmed the presence of
TYLCV in the analyzed samples by PCR amplification and by comparison with other sequences
using a BLAST and a phylogenetic tree. In addition, differences in the severity of symptoms were
observed between plants exposed to sun or in the shade. Cytopathological symptoms were
identified by transmission electron microscopy in the chloroplasts of infected plants, such as
deformation, presence of starch granules, and changes in the thylakoid structure. These findings
confirm the presence of TYLCV in the tomato crops analyzed in this study. These results may be
useful for farmers and scientists seeking to develop management and control strategies for this
disease in tomato crops in Costa Rica.

Keywords

Solanum lycopersicum; polymerase chain reaction; transmission electron microscopy;
Geminiviridae.

Introduccién

En Costa Rica, el tomate (Solanum lycopersicum) ha ocupado lugares relevantes dentro de los
cultivos anuales de mayor area de siembra; en el 2019 ocup? el tercer lugar de la categoria de
hortalizas con 1001 ha (14%) [1] y actualmente se continia monitoreando dentro de los cultivos
de mayor importancia en el pais segun la ultima Encuesta Agricola Nacional del 2022 [2]. El
tomate se caracteriza por ser un cultivo intensivo realizado durante todo el aho por pequenos
y medianos productores [3]. Alrededor de mil agricultores estan dedicados a la produccion de
tomate en diferentes lugares del pais; sin embargo, el 90% de la produccién se concentra en
el Valle Central [4].
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El cultivo del tomate se ve afectado por gran cantidad de plagas y enfermedades, causadas
principalmente por insectos (Heliothis virescens), acaros (Tetranychus urticae), hongos (Botrytis
cinerea), bacterias (Pseudomonas syringae pv tomato) y virus [5], [6]. Dentro deeste ultimo
grupo de fitopatdbgenos destacan los Begomovirus, pertenecientes a la familia Geminiviridae.
Estos se caracterizan por su alta tasa de recombinacion y tener un amplio rango de plantas
hospederas, ocasionando dificultades en su manejo [7].

ElI TYLCV, también conocido como virus de la cuchara (o del acucharamiento, enrollamiento, o
rizado de la hoja), causa el amarillamiento, reduccion en el area de superficie, y el enrollamiento
hacia arriba de los margenes de las hojas de las plantas de tomate, retrasando su crecimiento
y reduciendo la productividad del cultivo [8], [9]. EI TYLCV es un begomovirus monopartito
[10], [11] de ADN de cadena sencilla sentido positivo (+ssADN), lo que lo coloca en el Grupo |l
segun la clasificacion Baltimore [12], [13]. Este virus fue detectado en Costa Rica en el 2012 en
cultivos de tomate [14] y desde entonces se han realizado estudios para la deteccion de razas,
para conocer su efecto sobre estos cultivos, y para determinar la relacion con su principal
vector Bemisia tabaci (mosca blanca) [10], [11], [15], [16], ya que es considerado uno de los
virus mas importantes en el sector agricola por el dafio que se le atribuye a nivel mundial [17],
[18], [19].

En América Central, los Begomovirus que infectan tomate han ocasionado pérdidas que
sobrepasan el 60% de su produccion; por esta razdn, paises como Guatemala y Nicaragua
dejaron de cultivarlo por temporadas [20]. En cuanto a Costa Rica, ya desde el 2014 se reportan
pérdidas desde el 50 al 80% en algunas de las zonas productoras [21]. En el estudio de
Valverde-Méndez et al. [11], reportaron que las secuencias de los haplotipos encontradas en el
pais durante 2015-2016 presentaron similitud con haplotipos de China, Australia, Japén, México
y Corea del Sur, validando la variabilidad y capacidad de dispersion del virus. Para el 2023, el
virus se habia detectado practicamente en todo el pais, y los agricultores contindan reportando
pérdidas de hasta el 75% de la produccion de tomate [22].

Debido a esta problematica, se hace importante la deteccion y caracterizacion de este virus y
sus variables, para que se puedan identificar y tomar las medidas respectivas. Estudios previos
realizados en Australia [23] y China [24] han realizado pruebas moleculares para la deteccion
de este virus, asi como su debida caracterizacion mediante herramientas bioinformaticas y
arboles filogenéticos. Por lo tanto, el presente reporte de caso tuvo como objetivo documentar
la implementacion de un protocolo para la deteccion molecular del virus del acucharamiento
de la hoja del tomate (TYLCV) en plantas de tomate en una finca especifica de Sarchi, Costa
Rica. Ademas, se busco caracterizar y estudiar los sintomas causados por la infeccién en estas
plantas, proporcionando datos valiosos que pueden contribuir al desarrollo de estrategias de
manejo localizadas para esta enfermedad en Costa Rica.

Metodologia

Los experimentos del presente estudio fueron realizados como parte de las préacticas del
curso “Virologia Molecular de Plantas” de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia del Instituto
Tecnologico de Costa Rica en el 2023.

Recoleccidén de muestras

La zona de muestreo corresponde a una finca de produccion de tomate en la Region Central
Occidental de Costa Rica, especificamente en el canton de Sarchi en la provincia de Alajuela,
durante el mes de marzo del ano 2023.
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Para la colecta de las muestras vegetales se seleccionaron de forma no aleatoria, nueve
plantas individuales de tomate de la variedad "‘Milano’, ocho de las cuales presentaban
sintomas potenciales de la enfermedad (amarillamiento y acucharamiento de las hojas), y una
gue no presentaba dicha sintomatologia. Las muestras consistieron en tejido foliar préximo
al meristemo apical, y especificamente en areas con sintomas atribuibles al TYLCV. De cada
planta se tomaron dos secciones de aproximadamente 1.0 cm?, una de las cuales se coloco
en bolsas estériles y se almacend a -18 °C para las pruebas moleculares, mientras que la otra
seccion se introdujo en tubos con solucién fijadora de Karnovsky [25] y se almacend a 4 °C para
su analisis por microscopia electronica de transmision (MET).

Extraccion de ADN

Las muestras se congelaron con nitrégeno liquido, luego se molieron con un mortero
previamente enfriado con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. De este polvo se
tomaron aproximadamente 40 mg para realizar la extraccion de ADN. Para esta extraccion se
utilizé el Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Estados Unidos). Las muestras de
ADN se almacenaron a -20° C hasta su uso.

Deteccién del virus por PCR

Para la amplificacion por PCR se utilizaron los cebadores reportados por Park et al. [26] para la
deteccion de distintas variantes del virus TYLCV (forward 5’-TTTCCTGAATCTGTTCACGGATT-3’
y reverse 5-AACTAATGCCTGTTCCTTCATTC-3"), los cuales amplifican un producto de
aproximadamente 740 pb e incluyen parte de la region intergénica, el gen de la proteina de
cubierta (CP o V2), y parte de la proteina de movimiento (MP o V1). Ademas, el programa de
termociclado corresponde a una modificacion del propuesto por Park et al. [26]. El programa
utilizado fue el siguiente: 30 s a 98 °C desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos térmicos
(10 s a 98 °C de desnaturalizacion, 10 s a 60 °C de apareamiento, y 45 s a 72 °C de extension)
y una extension final a 72 °C durante 5 min. Los amplicones fueron luego analizados en un gel
de agarosa con amortiguador 1x TAE (Tris-acetato-EDTA). La corrida se realizé durante 30
minutos a 100 voltios.

Analisis bioinformatico

Luego de realizar la secuenciacion de Sanger del amplicon obtenido de la muestra 9, se envid la
muestra a secuenciar a Macrogen USA. Posteriormente, se realizé un ensamblaje de secuencias
mediante CAP3® [27]. Luego, se realizd una comparacion de los nucledtidos utilizando la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/), a través de una busqueda Nucleoide BLAST. Se realizé una reconstruccion filogenética
de Maxima Verosimilitud (ML) [28], usando las accesiones del GenBank mas estrechamente
emparentadas, seleccionadas mediante un analisis BLAST para identificar las secuencias con
mayor similitud. El analisis filogenético se realizd utilizando el software MEGA v11.0.13 [29].
Para calcular la distancia genética entre aislamientos considerando el nimero de sustituciones
de bases y eliminando posiciones con datos faltantes se utilizd el modelo Tamura-Nei [30] y
un bootstrap de 3000. Adicionalmente, se identificd la variante viral de TYLCV mediante in
silico RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion, por sus siglas en inglés),
utilizando el software SnapGene 7.2.0. Se utilizaron las enzimas de restriccion BssSl, Faul, Ddel
y Avall las cuales ya se han utilizado en otros estudios de este tipo [26], [31], [32], [33]. En
el Cuadro 1 se encuentran las secuencias utilizadas tanto para la reconstruccion filogenética
como para la identificacion mediante in silico RFLP.
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Cuadro 1. Accesiones consultadas en el NCBI para variantes del virus TYLCV y su lugar de origen.

TYLCV-IL (SR) Siria ONB864376.1 [34]
TYLCV-IL (US-F10-04) Estados Unidos AY530931 [35]
TYLCV-KR Corea JNB80149 [36]
TYLCV-MdI (Jo-Cuc) Jordania EU143745 [37]
GRBaVv* Canada JX559642 [38]

*Grapevine red blotch virus; grupo externo de referencia.

Analisis citopatol6gicos mediante MET

Segmentos de tejido sintomaticos de infeccion con TYLCV y colectados de hojas de tomate (0.5
cm?) fueron procesadas de acuerdo con lo propuesto por Alvarado et al. [25]. Esto consistio en
una fijacion durante 2 dias a 4 °C en glutaraldehido y paraformaldehido al 2% v/v disuelto en
tampon fosfato 0.1 M a pH 7.2 (solucion de Karnovsky), seguido de una fijacion en tetradxido de
osmio (0s0O,) al 2 % por 2 horas. Finalmente, las muestras fueron deshidratadas en diluciones
graduales de acetona y fueron luego polimerizadas en resina de baja viscosidad Spurr®. Las
muestras ultrafinas se tifieron con 2% acetato de uranilo y una soluciéon saturada de SATO
plomo durante 10 minutos, respectivamente. Finalmente, las muestras se visualizaron en un
MET Jeol JEM 2010 (JEOL, Japodn).

Resultados y discusion

Al realizar el muestreo, se observé una mayor gravedad de la sintomatologia en las plantas
expuestas mayoritariamente al sol respecto a las que se encontraban a la sombra en el tomatal
muestreado (Figura 1). Para descartar la posibilidad de que estos sintomas se debieran a una
simple falta de agua, se verificd que todas las plantas recibieran un riego adecuado y uniforme
durante el periodo de estudio. Ademas, los sintomas observados, como el amarillamiento
y el acucharamiento de las hojas, son caracteristicos de la infeccion por TYLCV y no de la
deshidratacion, lo que refuerza la conclusion de que la sintomatologia se debe a la presencia
del virus [11].

Figura 1. Muestra representativa de las plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano)
colectadas en Sarchi, Costa Rica. A, hoja de planta expuesta al sol y presuntamente infectada con
el virus TYLCV; B, hoja de planta en sombra y presuntamente infectada con el virus TYLCV.
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Investigaciones previas han demostrado que las temperaturas superiores a 25°C pueden
agravar los sintomas de la infeccién viral en las hojas, lo cual concuerda con el hecho de que
algunos tipos de estrés abidtico estan relacionados con el debilitamiento de los mecanismos
de defensa de la planta, aumentando la susceptibilidad a la infeccion de patdgenos [35], [37],
[39], [40]. Por ejemplo, en la interaccion entre el virus SCMV y el maiz se ha demostrado que
los sintomas de la infeccién son mas graves en luminosidad que en sombra [41].

En el tomate, algunos de los genes afectados por las temperaturas elevadas son los
codificantes de proteinas de choque térmico (HSP) [35], [40]. Algunas de las funciones de las
HSP incluyen prevenir agregados proteicos, asi como degradacion y plegamiento inadecuado
de proteinas; no obstante, pueden ser secuestradas por virus de plantas que buscan asociarse
con chaperonas del huésped para potenciar su infeccion [42], [43]. De hecho, el desarrollo
de agregados proteicos formados por proteinas de la capside viral, ADN del virus y proteinas
de estrés celular como las HSP, se considera como un signo de una invasion viral exitosa de
parte del TYLCV [28], [43]. Ademas, al mantener las chaperonas en agregados se disminuye
la eficiencia de la respuesta al estrés, incluso ante una eventual recuperacion de la planta [35].

Deteccion de TYLCV mediante PCR

En la electroforesis realizada para el analisis de los amplicones producto del PCR, se obtuvo
como resultado una banda en todas las muestras con sintomas y en la muestra sin sintomas.
Segun el marcador molecular, estas bandas se encuentran entre las 650-850 pb (Figura 2). Lo
anterior coincide con el tamafo del producto de PCR esperado para los cebadores de ADN
utilizados, el cual se encuentra entre 739-740 pb [26], lo que sugiere que la totalidad de las
muestras analizadas, incluyendo la muestra asintomatica, fueron positivas con respecto a la
presencia de TYLCV. Esto indica que la muestra asintomatica también estaba infectada con el
virus, a pesar de no presentar sintomas visibles.

MM CN 1 2 S 4

850pb\_
650pb \ — e — —
500pb

MM 5 6 7 8 9
850pb ~__ .
650ph — e —
500pb

Figura 2. Analisis de ADN viral del TYLCV en gel de agarosa con los productos de la amplificacion
de PCR. MM, marcador molecular (Invitrogen 1kb plus DNA ladder Thermofisher); CN, control
negativo (agua); 1-9, muestras de hoja de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano) colectadas
en Sarchi, Costa Rica, con y sin sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV.
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Andlisis citopatoldégico mediante MET

Con el fin de realizar el estudio de citopatologia con MET, se seleccioné la muestra 9 debido
al resultado positivo en la deteccion por PCR (Figura 2) y dado que durante la recoleccion se
observd que la planta de origen presentaba sintomas mas evidentes en comparacion con las
demas.

En la Figura 3 se observan los posibles sintomas citopatolégicos generados por TYLCV en
los cloroplastos de las hojas de tomate analizadas. El cloroplasto tiene apariencia hinchada,
presenta reduccion en las granas, y una organizacion anormal de los tilacoides; ademas, hay
presencia de plastoglobulos y granulos de almidén anormalmente grandes (Figura 3A). La
presencia de estos Ultimos puede ocurrir por la expresion constitutiva de MP virales, las cuales
pueden llegar a desencadenar sintomas tipicos como acumulacion anormal de azUucar, clorosis,
enanismo y fotosintesis reducida [36].

Ademas, tentativamente se observaron particulas virales siendo transportadas a través del
plasmodesmo (Figura 3B). Ya se ha reportado previamente una relacion compleja entre los
geminivirus y los cloroplastos para el movimiento intercelular a través del plasmodesmo [44].
Las anomalias de los cloroplastos son comunes durante la interaccion huésped-virus, 1o cual
se asocia con la sintomatologia [36], y genera disminucion en la capacidad fotosintética de los
cloroplastos [37], lo cual coincide con los sintomas reportados para TYLCV [8], [9].

Figura 3. Microscopia electrénica de transmision de hojas de tomate (Solanum lycopersicum var.
Milano) colectadas en Sarchi, Costa Rica, con sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV. A,
deformacion de cloroplasto debido a presencia de granulos de almidon (TL, tilacoides presionados contra
la membrana del cloroplasto debido a la presencia de granulos de almidén; GA, granulos de almidon
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dentro del cloroplasto); B, plasmodesmos (flecha); C, presuntas particulas virales transportandose a
través de los plasmodesmos (flecha); D, presunta acumulacién de particulas virales (circulo).

Andlisis bioinformatico

Se realiz6 un BLAST en el NCBI que dio como resultado un 100% de similitud con la accesion
ONB864376.1 (TYLCV-IL (SR)), la cual corresponde a un estudio realizado en Siria en el afio
2022 [34]. Esto se confirmd mediante el analisis de RFLP in silico, donde se puede observar
que la secuencia TYCLV-IL (SR) presenta un patron de restriccion idéntico al amplicon obtenido

experimentalmente, y los fragmentos son cortados por las mismas enzimas (BssSl, Avall)
(Figura 4).
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Figura 4. Resultados del RFLP in silico realizado al amplicén de PCR secuenciado a partir de
una muestra de hoja de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano) colectada en Sarchi, Costa
Rica, con sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV. 1, amplicon del PCR; 2, TYLCV-
IL(SR); 3, TYLCV-IL(US-F10-04); 4, TYLCV-KR; 5, TYLCV-MdI (Jo-Cuc). (SnapGene 7.2.0).

En cuanto al arbol filogenético, este respalda el resultado obtenido con el RFLP, al mostrar el
amplicon experimental en el mismo clado que la secuencia TYCLV-IL (SR); confirmando asi
la identidad del amplicén secuenciado (Figura 5). El uso de un arbol de maxima verosimilitud
produce mejores estimaciones iniciales cuando hay muchas inserciones, eliminaciones y datos
faltantes en las secuencias [45], tal como es el caso del amplicon experimental, el cual no es
el genoma completo. Estudios anteriores han utilizado este arbol para determinar la presencia
de la cepa lIsrael del TYLCV en dos sitios distintos de Espafia [46], permitiendo confirmar la
relacion de los mismos gracias a su proximidad. También en el estudio de Valverde-Méndez
[11] lograron establecer similitud entre las cepas costarricenses y haplotipos reportados en
Corea del Sur, Japon, Estados Unidos, México y Australia, guardando algunas coincidencias
con nuestro analisis.
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TYLCV expe

ONBE437 TYLCV IL (SR)

JNB80149 TYLCV KR

EU143745 TYLCV MdI (Jo Cuc)

AY530931 TYLCV IL (US F10 04)

JX559642 GRBaV (outgroup)

Figura 5. Arbol filogenético de maxima verosimilitud comparando el amplicon de PCR
secuenciado a partir de una muestra de hoja de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano)
colectada en Sarchi, Costa Rica, con sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV, con las
accesiones del GeneBank (NCBI) méas estrechamente emparentadas (MEGA v11.0.13).

Conclusiones

Se determind la presencia del virus TYLCV correspondiente a la variedad de lIsrael (IL) en
las muestras analizadas provenientes de cultivos de tomate colectadas el cantdon de Sarchi,
Costa Rica, confirmado mediante técnicas moleculares como la PCR, secuenciacion y analisis
bioinformaticos. Ademas, se observaron diferencias en la severidad de los sintomas entre las
plantas expuestas al sol y a la sombra, lo cual sugiere la influencia de factores ambientales en
el desarrollo de la enfermedad. Los anélisis microscépicos revelaron sintomas citopatolégicos
en los cloroplastos de las plantas infectadas, lo cual sugiere alteraciones en el funcionamiento
de estos organulos celulares clave para la fotosintesis y el crecimiento vegetal, y coincide con
la sintomatologia caracteristica de la infeccion viral.

El TYLCV ha sido monitoreado por la Universidad de Costa Rica y el gobierno costarricense
desde hace varios afos, utilizando diversos métodos moleculares. Sin embargo, la deteccion
y caracterizacion del TYLCV en los cultivos de tomate en el cantdn resalta la importancia de
la vigilancia continua y la implementacion de medidas de control para minimizar los impactos
econdémicos y agricolas de esta enfermedad. La colaboracion entre agricultores, cientificos y
autoridades es fundamental para proteger la producciéon de tomate y garantizar la seguridad
alimentaria en el pais. Se recomienda la realizacion de estudios adicionales para comprender
mejor y reforzar la interaccion de los factores intrinsecos y extrinsecos asociados a la
enfermedad, virulencia y patogenicidad. Esto permitira desarrollar enfoques mas eficientes y
especificos para mitigar los efectos del TYLCV y proteger la produccion de tomate en Costa
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Rica. Cabe resaltar que investigadores de la Universidad de Costa Rica han desarrollado
y distribuido una variedad de tomate (llamada Acorazado) resistente al TYLCV, la cual esta
disponible para los agricultores desde el 2023 [22].
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