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Resumen
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos de mayor 
importancia mundial, con una producción cercana a 180 Mt/año. 
En la última década, este cultivo se ha enfrentado al surgimiento 
del tobamovirus Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV), que 
se ha dispersado a los cinco continentes a causa de su eficiente 
transmisión mecánica y por semillas. En este trabajo se evaluó 
la presencia de este virus en Colombia utilizando RT-LAMP en 
15 muestras de semillas de diferentes variedades procedentes 
de frutos comercializados en supermercados del país. Además, 
la ocurrencia del ToBRFV se confirmó mediante secuenciación 
Sanger de amplicones generados por RT-PCR convencional y en 
tiempo real. Los resultados de las pruebas RT-LAMP indicaron 
la presencia del ToBRFV en las 15 muestras evaluadas, la cual 
confirmó su identidad por RT-PCR y secuenciación de los 
productos de ~200 pb obtenidos con el par de primers F3/B3, 
así como de productos de ~800 y ~150 pb con los primers Tob-
Uni_1/Tob-Uni_2 y ToBrFV_qs1/Tob-Uni_1, respectivamente. 
Los árboles filogenéticos obtenidos a partir de los análisis de las 
secuencias agruparon los aislamientos colombianos en el clado 
general mundial de esta especie viral, con muy altos niveles de 
identidad (>99 %). Finalmente, las pruebas de RT-qPCR también 
confirmaron la presencia del ToBRFV, el cual fue el primer 
registro de este virus en Colombia. Dado el riesgo que presenta la 
enfermedad causada por ToBRFV sobre los rendimientos y calidad 
de los frutos de tomate, es necesario que la cadena hortofrutícola 
del país implemente urgentemente medidas fitosanitarias para 
su manejo. 
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Abstract
Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most important 
crops in the world, with a production close to 180 mt/year. In the 
last decade, this crop has faced the emergence of the tobamovirus 
Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV), which has spread to 
the five continents thanks to its efficient mechanical and seed 
transmission. In this work, the presence of this virus in Colombia 
was evaluated using RT-LAMP in 15 seed samples of different 
varieties of fruits sold in supermarkets throughout the country. 
In addition, the occurrence of ToBRFV was confirmed by Sanger 
sequencing of amplicons generated by conventional and real-time 
RT-PCR. The results of the RT-LAMP tests indicated the presence 
of ToBRFV in the 15 evaluated samples, its identity being 
confirmed by RT-PCR and sequencing of the ~200 bp products 
obtained with primers F3/B3, as well as products of ~800 and 
~150 bp with the primers Tob-Uni_1/Tob-Uni_2 and ToBrFV_qs1/
Tob-Uni_1, respectively. Phylogenetic trees obtained from the 
sequence analysis grouped the Colombian isolates within the 
general global clade of this viral species, with very high levels of 
identity (>99 %). Finally, RT-qPCR also confirmed the presence of 
ToBRFV in the tomato seeds, being the first report of this virus 
in Colombia. Given the risk that the disease caused by ToBRFV 
poses to tomato yields and quality, the country’s tomato-growing 
sector must urgently implement phytosanitary measures for its 
management.
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Introducción
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las 
hortalizas con mayor importancia económica en 
el mundo, pues se estima que su comercialización 
alcanza los 93.9 billones de dólares al año y su 
producción supera los 180 millones de toneladas 
(FAOSTAT, 2022). En Colombia este cultivo se 
extiende a 17 667 ha y alcanza una producción anual 
de 822  818  t; Antioquia es uno de los principales 
cultivadores, con una participación cercana al 25 % 
de la producción nacional y un área de 1796  ha 
(Agronet, 2021). 

Es precisamente en el cultivo del tomate donde 
se ha reportado en el mundo un mayor número 
de especies de virus de plantas de importancia 
económica, con al menos 312 especies de 22 familias 
y 39 géneros (Rivarez et al., 2021). De dichas especies 
virales 220 presentan genomas de DNA y pertenecen 
a 3 familias, mientras que 84 especies tienen RNA 
como genoma y pertenecen a 18 familias; también se 
registran 8 especies de viroides. A pesar de esto, en 
Colombia tan solo se han reportado infectando este 
cultivo cerca de 20 especies de virus de 10 géneros 
diferentes: Amalgavirus, Alphaendornavirus, Tobamovirus, 
Cucumovirus, Potyvirus, Tospovirus, Begomovirus, Nepovirus, 
Torradovirus y Crinivirus (Gallo et al., 2020a; 2020b). 
Entre ellos, los virus con mayor predominancia 
son: Potato yellow mosaic virus (PYMV, Begomovirus 
tuberosi) (Vaca-Vaca et al., 2012), Tobacco mosaic 
virus (TMV, Tobamovirus tabaci), Tomato mosaic virus 
(ToMV, Tobamovirus tomatotessellati), Cucumber mosaic 
virus (CMV, Cucumovirus CMV), Tomato spotted wilt 
virus (TSWV, Orthotospovirus tomatomaculae) y Potato 
virus Y (PVY, Potyvirus yituberosi) (Morales et al., 
2009; Tamayo y Jaramillo, 2013; Muñoz et al., 2016; 
2017). Recientemente, Gallo et al. (2020b) evaluaron 
la presencia de virus de RNA en cultivos de tomate 
var. chonto del oriente Antioqueño mediante HTS 
(high-throughput sequencing) y RT-PCR; como resultado 
encontraron la infección de los virus Potato virus S 
(PVS, Carlavirus sigmasolani), Southern tomato virus 
(STV, Amalgavirus lycopersici), Potato virus Y (PVY), 
Potato yellow vein virus (PYVV, Crinivirus flavisolani) 
y Potato virus X (PVX, Potexvirus ecspotati), en niveles 
de incidencia de 5.6 %, 72.2 %, 77.8 %, 94.4 % y 100 %, 
respectivamente, lo que da muestra de una alta 
diversidad de virus sobre el tomate en dicha región. 

En Jordania e Israel, durante los años 2014-2015, 
se reportó en cultivos de tomate bajo invernadero 
el surgimiento de una nueva enfermedad de origen 
viral caracterizada por síntomas como amarillamiento 
intervenal, mosaico y deformación foliar; necrosis 
y deformación de brotes y sépalos; decoloración, 
manchas y necrosis de frutos; y, finalmente, 
disminución en los rendimientos y en la calidad de los 
frutos (Salem et al., 2016; Luria et al., 2017; Oladokun 
et al., 2019). El agente causal de dicha enfermedad fue 
identificado como un miembro del género Tobamovirus 

(Virgaviridae) y nombrado como Tomato brown rugose 
fruit virus (ToBRFV, Tobamovirus fructirugosum) (Salem 
et al., 2016), que en la actualidad es reportado en al 
menos 40 países de los 5 continentes (EPPO, 2024). 

Tal como ocurre con otros tobamovirus (es decir, 
TMV, ToMV), el ToBRFV se dispersa a cortas distancia, 
principalmente por contacto mecánico, y a largas 
distancia, por semillas y frutos contaminados (Salem 
et al., 2023). Aparentemente, el virus no se ubica 
en el embrión de las semillas, pero sí en la testa, y 
aunque la tasa de infección a plántulas es muy baja 
(0.08-2.8 %) (Davino et al., 2020; Salem et al., 2022), 
resulta suficiente para afectar todo el cultivo, gracias 
a las prácticas culturales. En este sentido Davino et 
al. (2020) reportaron en un ensayo bajo invernadero 
(0.05 ha) que a partir de solo dos plantas inicialmente 
infectadas con ToBRFV, se alcanzaba en el cultivo 
el 80 y 100 % de incidencia luego de 4 y 8 meses, 
respectivamente. 

Las partículas virales de ToBRFV tienen forma 
de varilla rígida con una longitud aproximada de 
300 nm y 19 nm de diámetro; un genoma de RNA 
de cadena sencilla de sentido positivo (ssRNA+) 
de ~6.4 kb con cuatro ORF (open reading frames). Los 
ORF 1 y 2 codifican para 2 proteínas (126 y 183 kDa, 
respectivamente) que están relacionadas con la 
replicación, y que se expresan directamente (ORF1) y 
por lectura continua (ORF2) de un codón ámbar (UAG) 
de finalización. El ORF3 codifica para una proteína de 
movimiento (MP) de 30 kDa y el ORF4 para la cápside 
(CP) de 17.5 kDa, a partir de la expresión de RNAs 
subgenómicos (Salem et al., 2016; Zhang et al., 2022). 
Por otro lado, se ha demostrado que ToBRFV infecta 
plantas de tomate que poseen genes de resistencia 
a tobamovirus Tm-1, Tm-2 y el alelo comercial Tm-22 
(Zinger et al., 2021), debido al no reconocimiento de 
la MP (Hak y Spiegelman, 2021). Además del tomate, 
este virus puede infectar al pimentón (Capsicum 
annuum L.) (Fidan et al., 2021). 

En evaluaciones sobre plantas indicadoras se ha 
demostrado infección por el virus en plantas de las 
familias Amaranthaceae, Apocynaceae, Asteraceae y 
Solanaceae; así como en algunas especies de arvenses 
de 8 familias botánicas diferentes (Amaranthaceae, 
Asteraceae, Malvaceae, Oxalidaceae, Portulacaceae, 
Scrophulariaceae, Solanaceae y Tiliaceae); aunque 
solamente en S. nigrum, S. elaeagnifolium, S. rostratum 
y Mirabilis jalapa se presentan síntomas evidentes 
de clorosis, mosaicos y moteados (Salem et al., 
2022; 2023; Matzrafi et al., 2023; Vásquez et al., 
2024a). Estudios recientes indican que el rango 
de hospedantes del ToBRFV alcanza al menos 40 
especies vegetales (Vásquez et al., 2025). Así, por 
ejemplo, Cultrona et al. (2024) demostraron que este 
virus puede infectar de manera natural a Convolvulus 
arvensis y Polycarpon tetraphyllum; mientras que Vásquez 
et al. (2024a) identificaron y confirmaron mediante 
pruebas de ELISA que el ToBRFV puede infectar 21 
hospedantes diferentes en México, incluidas plantas 
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de papa. En este último caso, cuando el tejido foliar 
de papa estuvo en contacto con tomates infectados 
con ToBRFV, desarrollaron síntomas foliares visuales 
amarillamientos, deformación y reducción de su 
tamaño.

Los análisis filogenéticos realizados hasta ahora 
a partir de genomas completos y/o parciales de 
aislamientos del ToBRFV, procedentes de diferentes 
continentes, indican muy altos niveles de identidad 
(>99  %) entre ellos, y aunque se han encontrado 
algunos clados separados en los filogramas (es decir, 
Norte América, Europa), estudios recientes sugieren 
un origen monofilético para este virus, con Sur 
América como uno de los candidatos principales, 
dado que representa el centro de origen de la familia 
Solanaceae (Van de Vossenberg et al., 2020). 

Ya que el ToBRFV se ha reportado en al menos 40 
países del mundo (EPPO, 2024), en este estudio se 
planteó la hipótesis de su posible ocurrencia sobre 
tomate en Colombia. Para contestar a esta pregunta, 
se evaluó su presencia directamente sobre semillas 
de diferentes variedades de tomate obtenidas en 
frutos cosechados en el país y comercializados en 
supermercados, utilizando la técnica molecular 
isotérmica RT-LAMP. Finalmente, se determinó la 
identidad del virus mediante secuenciación Sanger 
de amplicones generados por RT-PCR convencional 
y en tiempo real (RT-qPCR Taqman). 

Materiales y métodos
Material vegetal. En supermercados de distribución 
local y nacional en Colombia, se adquirieron 15 
muestras (~0.5 kg/muestra) de frutos de tomate de 
diferentes variedades: 8 de tomate tipo Cherry (S. 
lycopersicum var. cerasiforme; SLT1 a SLT7, SLT11), 3 
de tomate tipo chonto (S. lycopersicum var. Santa Cruz; 
SLT12, SLT14, SLT15), 1 de tomate tipo amarillo 
(S. lycopersicum var. amarillo; SLT9), 1 de tomate 
tipo riñón (S. lycopersicum var. Milano; SLT13), 1 de 
tomate tipo San Marzano (S. lycopersicum var. Marzano 
dell’Agro Sarnese-Nocerino; SLT8), y 1 de tomatillo 
verde mexicano (Physalis ixocarpa; SLT10). Luego se 
procedió a extraer las semillas de todos los frutos 
para cada muestra y se dejaron en fermentación 
por tres días, para lavar con agua destilada, secar 
a temperatura ambiente (18-25  °C) por un día y 
proceder a la extracción del RNA.

Extracción de RNA y síntesis de cDNA. Para cada 
una de las muestras se realizó la extracción del RNA 
utilizando el kit RNeasy Plant (Qiagen) a partir de 
100 mg de semillas, siguiendo las instrucciones del 
fabricante. La concentración del RNA y su pureza fue 
evaluada mediante lecturas a 260 nm y 280 nm en un 
equipo Nanodrop 2000C (Thermo-Fisher Scientific), 
con lo cual se alcanzaron concentraciones entre 69.8 y 
638.3 ng/µL, y relaciones de absorbancia 260:280 nm 
de 1.8 a 2. El RNA extraído se almacenó a -20 °C hasta 
su utilización en las pruebas moleculares. 

Poster iormente,  se  real izó la  s íntesis  de 
c D NA  c o n  e l  p r i m e r  To B R F V _ q a s 2  ( 5 ’ 
CAGACACAATCTGTTATTTAAGCATC 3’) (Menzel y 
Winter, 2019) en reacciones de 20 μL conteniendo 
200  U de la enzima reverso-transcriptasa ExcelRT 
(SMOBIO), 1X de buffer RT, 0.5  mM de dNTPs, 
20  pmol del primer, 20  U de inhibidor de RNasa 
(RNAok, SMOBIO) y 3  μL de RNA total. Antes de 
agregar la RT, las reacciones se incubaron en un 
termociclador T3 (Biometra) a 70 °C por 5 min, luego 
en hielo por 1 min, y posteriormente se incubaron a 
25 °C durante 10 min, 45 °C por 50 min, y finalmente 
85 °C por 5 min para inactivar la enzima. 

Detección de ToBRFV por RT-LAMP. Las reacciones 
RT-LAMP se realizaron en un equipo Rotor-Gene 
Q-5plex HRM (Qiagen) a partir de un volumen final 
de 12.5  μL, que contenía 0.2  μM de los primers 
F3 (5´ TTGGAGTCTTAGATGTTGCG 3´) y B3 (5´ 
GGACACCGTCAACTAGGA 3´); 1.6 μM de los primers 
FIP (5´ CCTTCTCCAACTGT CGCAAGTCACATGC 
TAGGAAGTACCAC 3´) y BIP (5´ CCGTGAG 
TTCTGAGTCAAT GGTTGAGGC TCACCATC TCTTAA 3´); 
0.4 μM de los primers LF (5´ CTCCATGC TCATCATAC 
TCCAA 3´) y LB (5´ GCTCAGAACACTGAGGAGATT) 
(Rizzo et al., 2021); 7.5 μL de LAMP Isothermal Master 
Mix ISO-004 (OptiGene), 1 μL de RNA total (~50 ng/
μL) y agua libre de nucleasas (DEPC) hasta alcanzar 
el volumen final. 

Esta evaluación se repitió nuevamente bajo las 
mismas condiciones, pero en este caso utilizando el 
cDNA preparado inicialmente para todas las muestras. 
Las reacciones se realizaron a 65 °C durante 60 min 
y la fluorescencia se adquirió cada 60 s en el canal 
verde. Finalmente, se realizó una curva de melting 
mediante la aplicación HRM (high resolution melting) 
del equipo a 95 °C por 1 min, 40 °C por 1 min, 70 °C 
por 1 min y un aumento de temperatura de 0.5 °C/s 
hasta alcanzar los 95 °C. En las reacciones se utilizó 
como control positivo el RNA total de un aislamiento 
de ToBRFV (ToB-SIC01/19) (Panno et al., 2019) 
procedente de Sicilia (Italia), y como control negativo 
(NTC) agua destilada estéril. Con fines informativos, 
los amplicones de 6 muestras se corrieron en un gel 
de Agarosa al 1.5  % suplementado con GelRed 1X 
(Biotium) y se visualizaron en un equipo ChemiDoc 
MP Imaging System (Bio-Rad). 

Confirmación de ToBRFV por RT-PCR y RT-qPCR. 
Para confirmar la presencia de ToBRFV en Colombia, 
se realizó su detección en cuatro de las muestras 
de semillas de tomate mediante One-Step RT-PCR 
y RT-qPCR con sonda Taqman. Para el primer caso 
se utilizó el kit SMOBIO [RP1100] ExcelRT en 
reacciones independientes con los primers B3 y F3 
(utilizados también en la prueba de RT-LAMP) que 
amplifican un fragmento de ~200 pb; con los primers 
degenerados para tobamovirus Tob-Uni_1	
(5´ATTTAAGTGGASGGAAAAVCACT 3´) y Tob-Uni_2 
(5´GTYGTTGATGAGTTCRTGGA 3´) que amplifican 
~800  pb (Letschert et al., 2002), y con los primers 
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ToBRFV_qs1 (5´ CAATCAGAGCACATTTGAAAGTGCA 
3´) y Tob-Uni_1 que amplifican ~150 pb (Menzel 
y Winter, 2019). Para el segundo caso se empleó 
el kit QuantiTect Probe RT-PCR (Qiagen) con 
lo s  pr imer s  ToBRFV_qs1  y  ToBRFV_qas2 
(5´CAGACACAATCTGTTATTTAAGCATC 3´) y la sonda 
ToBRFV_p1 (5´_FAM ACAATGGTCCTCTGCACCTG 
BHQ1_3´) que amplifican un fragmento de ~96 pb 
(Menzel y Winter, 2019). En todas las reacciones 
de One-Step RT-PCR se siguieron las instrucciones 
del fabricante y se utilizó el programa: transcripción 
reversa a 42  °C por 30  min, seguido por una 
desnaturalización inicial a 94 °C por 3 min, 40 ciclos 
de 94 °C por 50 s, 52 °C por 50 s, 72 °C por 1 min y una 
extensión final a 72 °C por 5 min, en un termociclador 
T3000 (Biometra). Para el RT-qPCR Taqman se utilizó 
un programa de 42 °C por 30 min, 95 °C por 15 min, 40 
ciclos a 94 °C por 15 s y 58 °C por 60 s, con medición 
de fluorescencia en el canal verde al final de cada 
ciclo de reacción, utilizando un equipo Rotor-Gene 
Q-5plex HRM (Qiagen). En todas las reacciones se 
incluyó un control positivo (RNA de ToBRFV, Sicilia, 
Italia) y un NTC.

Secuenciación Sanger. Los amplicones obtenidos 
tanto para One-Step RT-PCR como para RT-qPCR 
Taqman fueron separados por electroforesis de 
agarosa y, al menos, 3 de las bandas del tamaño 
esperado (incluido el control positivo) fueron 
purificadas del gel con el kit GeneJET Gel Extraction 
(Thermo-Scientific) para proceder a su secuenciación 
Sanger en ambos sentidos en un equipo ABI Prism 
3730xl de la compañía Macrogen (Corea del Sur). 
Una vez recibidas las secuencias, se generaron los 
consensos y se confirmó su naturaleza viral mediante 
BLASTn1. Posteriormente, se realizó su alineamiento 
con el programa MUSCLE (Edgar, 2004) con respecto 
a secuencias disponibles en GenBank para el ToBRFV 
y otros tobamovirus (es decir, ToMMV - Tobamovirus 
maculatessellati y ToMV) procedentes de diferentes 
países. Finalmente, dichos alineamientos fueron 
empleados para generar matrices de identidad a nivel 
de nucleótidos y árboles filogenéticos por el método 
de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) con 1000 
réplicas de bootstrap utilizando el programa Mega 11.0 
(Tamura et al.,2021). Las secuencias obtenidas fueron 
depositadas en GenBank con los números de accesión 
PP830526-PP830533 y PP844615- PP844618. 

Resultados y discusión
Detección de ToBRFV por RT-LAMP. Utilizando la 
prueba isotérmica de RT-LAMP, el virus ToBRFV se 
encontró en las 15 muestras de semillas de tomate 
evaluadas, independientemente de la variedad; 
además, se presentó incremento de fluorescencia 
en el rango de 5 a 16  min, y tiempos de plateau 
inferiores a 30 min (Figura 1(a)). Una vez finalizadas 
las reacciones, el análisis de HRM permitió identificar 

un único pico para todas las muestras, con un valor 
de Tm ubicado entre 84.01 y 85.84 °C (Figura 1[b]). 
La muestra del virus procedente de Italia y utilizada 
como control positivo presentó un Tm de 86.04 °C y 
un aumento de fluorescencia y plateau de 8 y 15 min, 
respectivamente; mientras que luego de 60 min de 
reacción no se presentó amplificación en el control 
negativo (NTC). Con la repetición completa de la 
prueba, pero a partir de cDNA sintetizado con el 
primer ToBRFV_qas2, se obtuvieron los mismos 
resultados en cuanto a la presencia del virus en 
las 15 muestras evaluadas. Al realizar el corrido 
electroforético en gel de agarosa de los productos 
obtenidos por RT-LAMP, se encontró en todas las 
muestras el patrón de barrido típicamente reportado 
para esta técnica y denominado como ladder-like 
pattern, pero no en el control negativo (Figura 2). 

Para evaluar la naturaleza de los amplicones 
obtenidos por RT-LAMP, se procedió a realizar una 
prueba de One-Step RT-PCR utilizando los primers 
B3 y F3, y se obtuvieron amplicones de ~200  pb 
en las muestras derivadas de semillas de tomate y 
en el control positivo (Figura 3); su identidad fue 
confirmada por secuenciación Sanger. El análisis de 
BLASTn arrojó valores E=9e-75, 99.36 % de identidad 
y 100 % de cobertura con respecto a aislamientos de 
ToBRFV provenientes de Países Bajos (OR760199), 
Alemania (OQ633221) e Irán (OP557568), entre otros. 

Este es el primer registro formal del ToBRFV en 
muestras de tomate en Colombia y se suma a los 
reportes previos realizados para este virus en otros 
países de América, como México (Camacho-Beltrán et 
al. 2019), Estados Unidos (Ling et al., 2019), Argentina 
(Obregón et al., 2023) y Perú (Rodríguez-Grados et 
al., 2024). El resultado obtenido debería llamar la 
atención de la cadena hortofrutícola del país sobre 
la necesidad de implementar medidas fitopatológicas 
que reduzcan la dispersión de este virus a diferentes 
regiones cultivadoras de tomate. Algunas de las 
medidas deben incluir procesos de certificación 
de semilla por su sanidad viral, establecimiento de 
prácticas culturales que reduzcan la transmisión 
de virus dentro y entre cultivos, y programas de 
mejoramiento genético por resistencia a ToBRFV 
en las variedades más comercializadas en el país (es 
decir, chonto, cherry, riñón). 

Aunque con los datos obtenidos en este estudio 
no es posible identificar la posible fecha de llegada 
del ToBRFV a los cultivos de tomate del país, sin 
duda la comercialización nacional e internacional 
de semillas que se realiza en tomate juega un papel 
fundamental para la rápida dispersión de este 
tobamovirus, lo cual es una conclusión a la que han 
llegado diferentes estudios independientes (Caruso 
et al., 2022; Salem et al., 2023). En este sentido, 
el ToBRFV se ha encontrado en la testa y en los 
tegumentos externos de las semillas de tomate, 
pero no en sus embriones (Caruso et al., 2022); de tal 
manera que, aunque su eficiencia de transmisión es 1(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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relativamente baja (<2.8 %), su persistencia es alta en 
restos vegetales y suelo (Molad et al., 2024; Vásquez 
et al., 2024a). Se ha demostrado que solo 2 plantas 
infectadas son suficientes para alcanzar el 100 % de 
incidencia en cultivos bajo invernadero de tomate, 
dada la alta transmisión mecánica que presenta este 
virus (Davino et al., 2020). 

De manera similar, al evaluar la transmisión 
del ToBRFV en 5 variedades de tomate en México 
cultivadas comercialmente bajo invernadero, se 
encontró que el virus alcanzó una incidencia del 
100 % en tan solo un periodo de 4 meses, lo que se 

explicó gracias al progreso logístico de la enfermedad 
(González-Concha et al., 2021). De esta forma, no 
resulta sorpresivo el hecho de que, aunque el ToBRFV 
fue reportado inicialmente en México en julio de 
2018 en un invernadero de tomate en Ensenada, 
Baja California (Camacho-Beltrán et al., 2019) y 2 
meses después en cultivos de tomate y pimentón 
de 2 municipios (Yurécuaro y Tanhuato) del estado 
de Michoacán (Cambrón-Crisantos et al., 2019); 
para el año 2020, el Sistema Nacional de Vigilancia 
Epidemiológica Fitosanitaria de México registró este 
virus sobre tomate y/o pimentón en 79 municipios 
de 23 Estados de ese país (Senasica, 2020). 

Figura 1. Resultados de detección del virus ToBRFV en semillas de tomate en Colombia mediante RT-LAMP. (a) Curvas de amplificación por RT-LAMP de 
extractos de RNA. (b) Curvas de desnaturalización obtenidas por HRM. Se indican las temperaturas de melting (Tm) para el control positivo (ToBRFV_C+), y 
para la muestra de semilla con menor valor de Tm (ToBRFV_SLT12), así como el control negativo (ToBRFV-C-).

a

b
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Por otra parte, no se puede desestimar la 
importancia económica que representa la infección 
del ToBRFV en cultivos de tomate, pues en el mundo 
se han reportado por su causa pérdidas de entre 
el 15-55  % y reducciones del 25-40  % en el peso 
promedio de los frutos (Salem et al., 2023). Así, 
por ejemplo, en un estudio realizado en Coahuila 
(México) con 3 aislamientos de ToBRFV en el híbrido 
de tomate 172-300, se encontró que en las pruebas 
con uno de los aislamientos (FQ3) se alcanzó una 
disminución del 53.9 % y 38.9 % en la altura y peso 
seco aéreo de las plantas, respectivamente; mientras 
que se redujo el rendimiento en comparación con 
el tratamiento control en 43.2  % (Vásquez et al., 
2024b). Adicionalmente, la presencia del virus afecta 
dramáticamente las características cosméticas y 
organolépticas de los frutos (Caruso et al., 2022; 
Salem et al., 2023) y la posibilidad de obtener semillas 
por parte de los agricultores para futuras siembras, 
una práctica común en países en desarrollo como 
Colombia. 

Para nuestro conocimiento, el uso de la técnica 
de RT-LAMP realizada en este estudio, corresponde 
al primer registro del empleo de esta metodología 
en el campo de virología vegetal en el país, mientras 
que su utilización en laboratorios colombianos para 
la detección de virus humanos solo se ha reportado 
para SARS-CoV-2 (Londoño-Avendaño et al., 2022), y 
en estudios realizados en el extranjero que utilizaron 
algunos aislamientos de origen colombiano de los 
virus: Classical swine fever virus (CSFV, Pestivirus 

suis) y Yellow fever virus (YFV, Orthoflavivirus flavi) 
(Nunes et al., 2015; Bohórquez et al., 2024), entre 
otros. La técnica de LAMP ofrece una oportunidad 
única para la detección de virus en tiempo real tanto 
en campo como en laboratorio, dada la posibilidad 
de realizar lecturas de resultados mediante detección 
colorimétrica (es decir, inspección visual) y/o 
fluorimétrica (esto es, equipos de qPCR, Genie®) 
(Panno et al., 2020; Caruso et al., 2023; Bohórquez et 
al., 2024). 

En el caso particular de virus de plantas, la 
técnica de LAMP es altamente sensible, específica 
y, además, puede ser utilizada a partir de extractos 
crudos o parcialmente clarificados, gracias a la 
reducida sensibilidad de la polimerasa Bst (Geobacillus 
stearothermophilus) a los inhibidores frecuentemente 
presentes en los tejidos vegetales, como fenoles 
y polisacáridos de alto peso molecular (Panno et 
al., 2020; Caruso et al., 2023). Adicionalmente, en 
caso de ser necesario, es posible secuenciar los 
amplicones generados con los primers B3 y F3 para 
confirmar su naturaleza viral, tal como se realizó en 
esta investigación.

Confirmación de ToBRFV por RT-PCR y RT-qPCR. 
Las amplificaciones con One-Step RT-PCR permitieron 
obtener los productos del tamaño esperado para las 
combinaciones Tob-Uni_1 /Tob-uni_2 (~800  pb) y 
Tob-Uni_1/ToBrFV_qs1 (~150 pb) (Figura 4). El análisis 
de BLASTn de las secuencias Sanger confirmó la 
identidad de los amplicones, al obtenerse valores para 
la banda de 150 pb de E=2e-50, 100 % de identidad y 

Figura 3. Corrido electroforético en gel de agarosa al 1.5 % de productos de 
RT-PCR con los primers B3 y F3 para la identificación del virus ToBRFV en 
semillas de tomate en Colombia. M: marcador de peso molecular de 100 pb 
Thermo Scientific. Líneas 1 a 5 corresponden a las muestras de semilla de 
tomate SLT1 a SLT5, respectivamente. 6: control positivo (ToBRFV_Italia). 
7: control negativo (NTC). 

Figura 2. Corrido electroforético en gel de agarosa al 1.5 % de productos 
de RT-LAMP para el virus ToBRFV en semillas de tomate en Colombia, 
en el que se muestra un barrido con múltiples amplicones tipo ladder-like 
pattern. M: marcador de peso molecular de 1 kb Thermo Scientific. Líneas 
1 a 5 corresponden a las muestras de semilla de tomate SLT1 a SLT5, 
respectivamente. 6: control positivo (ToBRFV_Italia). 7: control negativo (NTC). 
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100 % de cobertura, con respecto a aislamientos de 
ToBRFV de Israel (PP681638), Alemania (OQ633222) 
y China (OR792460), entre otros países. Para la 
banda de ~800 pb, el valor E fue de 0, el porcentaje 
de identidad del 99.6  % y la cobertura del 99  %, 
con respecto a aislamientos del virus de Turquía 
(MT118666), Países Bajos (MN882063) y Alemania 
(OR843983), entre otros. 

Finalmente, las pruebas de RT-qPCR con los 
primers ToBrFVqs1-ToBrFVqas2 y la sonda ToBRFVp1 
resultaron en amplificaciones positivas para las 
4 muestras de semilla evaluadas y para el control 
positivo, con valores de Ct (threshold cycle) de 4.5 a 
25.2 (Figura 5[a]); también se confirmó el tamaño 
de los amplicones de 96 pb mediante electroforesis 
(Figura 5[b]) y su naturaleza viral por secuenciación 
Sanger. Este resultado demuestra el gran potencial 
de esta técnica para su utilización en estudios 
epidemiológicos del ToBRFV en Colombia, y, en 
conjunto con las técnicas de RT-LAMP y One-Step 
RT-PCR, ofrecen al sector hortofrutícola del país un 
portafolio de herramientas de detección altamente 
sensibles y específicas para el diagnóstico de este 
virus en diferentes escenarios fitopatológicos, como 
la certificación de semilla, los estudios de asociación 
de síntomas y pérdidas económicas, el mejoramiento 
genético, etc. En este sentido será de gran interés 
realizar evaluaciones de incidencia y prevalencia de 
ToBRFV en diferentes departamentos cultivadores de 
tomate del país y en diversas épocas del año, tanto a 
nivel de plantas en producción, como de plántulas y 
semillas comercializadas por viveros y compañías de 
insumos agrícolas, de manera que se tenga un mejor 
panorama del estado actual de la enfermedad causada 
por este virus en Colombia.

Análisis filogenéticos. Utilizando las secuencias 
derivadas de los amplicones obtenidos con los pares 
de primers B3/F3 y Tob-Uni_1/Tob-Uni_2, se realizó 
un análisis filogenético, en el que se encontró que 
las secuencias de ToBRFV derivadas de semillas de 
tomate de Colombia se ubicaron en un único clado 
mundial soportado por un valor de Bootstrap del 
100  %, que incluye secuencias de aislamientos de 
este virus procedentes de diferentes continentes y 
que claramente se diferencian de otros tobamovirus 
reportados en tomate, como ToMMV y ToMV (Figura 
6). Resultados similares se han encontrado en 
múltiples estudios que buscaron evaluar la diversidad 
genética de este virus y sus relaciones filogenéticas 
con otros tobamovirus (Oladokun et al., 2019; Van de 
Vossenberg et al., 2020; Caruso et al., 2022). 

En este sentido, se han planteado diferentes 
hipótesis sobre la emergencia del ToBRFV; una de 
ellas indica que el virus pudo surgir como resultado de 
la recombinación entre tobamovirus, específicamente 
TMV y ToMMV (Salem et al., 2016; Maayan et al., 
2018). El hecho de que se encuentren tan bajos 
niveles de variación en diferentes regiones del 
genoma entre aislamientos del ToBRFV procedentes 
de múltiples países (usualmente <1  %) (Chanda et 
al., 2020; Caruso et al., 2022) sugieren su origen 
reciente a partir de un único ancestro común y 
una muy eficiente dispersión vía semilla sexual y 
transmisión mecánica. Sobre este último aspecto, se 
ha demostrado que los viriones de los tobamovirus 
presentan una muy alta estabilidad en el ambiente, 
e incluso pueden persistir por largos periodos en el 
agua de riego, en drenajes, en el suelo, en residuos 
vegetales y sobre diferentes superficies artificiales y 
naturales (Li et al., 2016; Wilstermann y Ziebell, 2019; 
Caruso et al., 2022; Vásquez et al., 2024a). 

Figura 4. Corrido electroforético en gel de agarosa al 1.5 % de productos de RT-PCR con los primers ToBrFV_qs1/Tob-Uni_1 (líneas 1 a 4) y Tob-Uni_1/Tob-
Uni_2 (líneas 5 a 8) para la identificación del virus ToBRFV en semillas de tomate en Colombia. M: marcador de peso molecular de 100 pb. 1: SLT5. 2: SLT14. 
3: control positivo (ToBRFV_Italia). 4: control negativo (NTC). 5: SLT5. 6: SLT14. 7: control positivo (ToBRFV_Italia). 8: control negativo (NTC). 
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Figura 5. Resultados de detección del virus ToBRFV en semillas de tomate 
en Colombia mediante RT-qPCR Taqman. (a) Curvas de amplificación a 
partir de extractos de RNA de semillas de tomate en Colombia. (b) Corrido 
electroforético en gel de agarosa al 2 % de productos de RT-qPCR Taqman. 
M: marcador de peso molecular de 100 pb Thermo Scientific. Líneas 
1 a 5: corresponden a las muestras de semilla de tomate SLT1 a SLT5, 
respectivamente.

a

b

La identificación del ToBRFV en las 15 muestras 
de semillas de tomate, obtenidas de diferentes 
supermercados de alcance local y nacional, 
demuestran la amplia circulación de este virus 
en el país y llaman la atención sobre la necesidad 
apremiante de establecer programas cuarentenarios, 
de mejoramiento genético, de certificación de semilla 
y de capacitación a los agricultores de tomate sobre 
este nuevo patógeno viral, de manera que se reduzca 
el impacto potencial de la enfermedad que este causa 
en la cadena hortofrutícola de Colombia. 

Conclusiones
En evaluaciones mediante la técnica de amplificación 
isotérmica RT-LAMP sobre 15 muestras de semillas 
de tomate de 5 variedades diferentes (Solanum 
lycopersicum: cherry, chonto, riñón, San Marzano; 
Physalis ixocarpa: tomatillo verde) procedentes 
de frutos comercializados en supermercados de 
Colombia, se detectó por primera vez en el país la 
presencia del tobamovirus ToBRFV. 

La identidad taxonómica del ToBRFV fue 
confirmada mediante secuenciación Sanger de 
productos derivados de pruebas de RT-PCR con primers 
específicos y primers universales para tobamovirus; en 
ellos se encontraron niveles de identidad superiores 
al 99 % con respecto a secuencias del virus reportadas 
en GenBank procedentes de diferentes continentes.

Además de la detección del ToBRFV mediante 
RT-LAMP, también se evaluó con éxito la utilidad 
de la técnica RT-qPCR con sonda Taqman en el juego 
de oligonucleótidos ToBRFV_qs1/ToBRFV_qas2/
ToBRFV_p1. Estos resultados ofrecen a la cadena 
hortofrutícola del país un portafolio de herramientas 
moleculares para el diagnóstico de los aislamientos 
de este virus. 
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