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RESUMEN

Las infecciones virales mixtas se refieren a la coinfeccion de dos o mas virus en
la planta, que regularmente provocan sintomas exacerbados en hojas y frutos. La
dinamica de las coinfecciones puede seguir una interaccion sinérgica, antagdnica
o neutral que afecta la gravedad de los sintomas y la infeccion. Las infecciones
virales mixtas ocurren debido a la convergencia de caracteristicas fundamentales
revisadas en este manuscrito. La interrelacion virus-planta huésped influye en el
establecimiento y los patrones de propagacion de infecciones virales mixtas. Se
debe prestar atencion a los posibles cambios en la dindmica de transmision y pre-
valencia de enfermedades virales de las plantas debido al efecto de alteraciones
antropogénicas y naturales en sistemas agroecolégicos complejos o sus componen-
tes, incluidos huéspedes, reservorios, vectores, nichos ecologicos y la aparicion de
nuevas cepas de virus.

Palabras clave: antagonismo, coinfeccion, sinergismo, virus, interacciones virus—
huésped.

INTRODUCCION

Las infecciones virales mixtas en plantas, también conocidas como coinfeccio-
nes, son un fenomeno complejo y comin en plantas. Anteriormente se estimaba
que las infecciones mixtas eran escasas y se restringian a areas geograficas comple-
jas. Sin embargo, un analisis reciente del “viroma” en cultivos horticolas mediante
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secuenciacion de nueva generacion ha proporcionado evidencia de la frecuencia
de las coinfecciones por multiples agentes virales (Moreno y Lopez-Moya, 2020).
Esto ha contribuido a comprender las coinfecciones virales, las relaciones virus-
planta y los mecanismos para el establecimiento de la infeccion, el desarrollo de
enfermedades, y la propagacion de virus. A diferencia de la monoinfeccion, las
coinfecciones tienen algunas caracteristicas distintivas, tales como la presencia de
vectores virales asociados a multiples hospedantes (Syller, 2014), la aparicién re-
pentina y el aumento de los sintomas, y la progresion de la enfermedad (Jacobson e?
al., 2018). Las coinfecciones resultaran en interrelaciones virus-virus beneficiosas,
neutrales o contraproducentes.

Los efectos sinérgicos son frecuentes entre virus que pertenecen a diferentes es-
pecies (de diferentes géneros o del mismo género) (Miranda-Campana et al., 2024;
Kwon et al., 2023; Takeshita et al., 2012), pero también entre virus que comparten
un vector, tales como aquellos que se transmiten por insectos como las moscas
blancas, pulgones, trips, saltahojas y escarabajos. La especie de virus dentro de los
géneros Crinivirus, Potyvirus y Begomovirus son los caos mas reportados de inte-
racciones sinérgicas en cultivos horticolas (Wintermantel et al., 2008; Lucia-Sanz
y Manrubia, 2017; Escobedo Garcia-Medrano et al., 2022; Tamborindeguy et al.,
2023).

El antagonismo ha sido reportado en especies relacionadas de virus e implica
una infeccion mixta en la que dos elementos virales compiten para establecer una
infeccion en la planta (Mascia y Gallitelli, 2016), lo que resulta en un virus con ma-
yor aptitud que el otro. Este rasgo causa que el virus menos favorecido rapidamente
reduzca sus titulos. Desde un punto de vista adaptativo, esta la activacion de las
respuestas de defensa del hospedante que previenen una posterior infeccion por un
virus secundario (Singhal ez al., 2021). La hipotesis de la competencia por recursos
del hospedante es la mas aceptada y que explica, en parte, por qué la mayoria de
las interacciones virus—virus resultan en una monoinfeccion (Singhal et al., 2021),
como en las infecciones mixtas de begomovirus (Silva et al., 2014).

La exclusion de superinfeccion (SIE) es un tipo de antagonismo que es especi-
fico a virus de la misma especie, virus leves o cepas de viroides que protegen a la
planta de enfermedades resultantes de un encuentro posterior con una cepa severa
del mismo virus (Ziebell y Carr, 2010). En este fenomeno, el primer virus bloquea
la infeccion de un segundo virus y causa una patogenicidad y severidad por debajo
de la inicial, proporcionando asi una proteccidon oculta solo contra virus y cepas
de virus relacionados (Cwick et al., 2022; Tsuda ef al., 2007). Cuando se usa SIE
como practica agricola se llama proteccion cruzada, la cual esta establecida como
una estrategia de manejo ampliamente usada para reducir las pérdidas de cultivos
causadas por algunas enfermedades virales (Xu et al., 2022; Lecoq y Katis, 2014;
Zhou et al., 2019). Asi, la proteccion cruzada es especifica a las cepas del mismo
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virus, en comparacion con el antagonismo, donde se consideran dos virus diferen-
tes en el proceso de infeccion (Pal y Gardener, 2006).

Finalmente, la coinfeccion neutra ocurre cuando la especie viral coinfecta, cau-
sa dafio a la planta (Vinodhini ef al., 2021) y sus titulos permanecen intactos. Se
sugiere que este tipo de interaccion es poco estudiado porque los sintomas causados
por un virus enmascaran los sintomas del otro agente (Singhal et al., 2021). Las
infecciones antagonistas y neutrales son escasamente reportadas y no se han anali-
zado a profundidad en comparacion con el sinergismo. Sin embargo, la diversidad
fenotipica siempre emerge, lo cual mejora nuestra comprension de la patogénesis
viral (Syller y Grupa, 2016).

En este trabajo hemos limitado nuestro analisis a hortalizas de interés agroin-
dustrial, tales como Capsicum spp., Solanum lycopersicum, y otras Cucurbitaceas.
Si bien las infecciones virales mixtas empezaron a ser publicadas en la década de
1970, en este trabajo hemos descrito informes actuales de infecciones virales mix-
tas en cultivos de hortalizas reportadas en los ultimos diez afios (Cuadro 1). Las
herramientas genémicas han ayudado a comprender su naturaleza y han conducido
a avances significativos en la identificacion de este tipo de infeccion. Este analisis
explora los aspectos bioquimicos y moleculares de las infecciones virales mixtas
en plantas agrondmicas, con el enfoque puesto en tres aspectos fundamentales que
posibilitan las infecciones mixtas. Primero, los componentes vegetales involucra-
dos en las infecciones virales mixtas; segundo, el sistema de ARN de interferencia,
y por ultimo, los componentes virales reportados en infecciones mixtas.

Componentes vegetales involucrados en infecciones virales mixtas

Las infecciones mono y mixtas pueden ser dificiles de detectar, ya que el dafio
es causado en diversas partes de las plantas, como brotes, hojas, flores y frutos, y
pueden confundirse con una falta de nutrientes o con dafios causados por herbici-
das (Gergerich y Dolja, 2006). Otro aspecto importante es la afinidad de cada virus
involucrado por ciertos componentes de la planta. Ademas, ciertos componentes de
la célula hospedante asisten a los virus para entrar, moverse y translocarse de una
célula a otra o de un tejido a otro. Por lo tanto, la determinacion de los componen-
tes de las plantas involucrados en las infecciones mixtas virales es un tema de gran
importancia.

Los plasmodesmos (PD) son canales de comunicacion citoplasmica entre las
células de las plantas que permiten el transporte simplastico de macromoléculas
vitales para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Figura 2). Sin embargo, los
virus de las plantas usan este espacio para moverse durante el proceso de infeccion.
La proteina localizada en los plasmodesmos-5 (PDLP5) actia como inhibidor del
trafico de los PD (Lee et al., 2011). Para elucidar las caracteristicas de esta proteina,
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Cuadro 1. Infecciones virales mixtas reportadas para cultivos de vegetales en los ultimos 10 afios.

Recurso/ Género
Tipo de infeccion . Virus/ Sintomas Relevancia Pais y referencia
. perteneciente
mixta
Hubo un incremento en la severidad de
los sint las plant infectad
Potexvirus, Potato virus Y (PVY), Pepino mosaic virus 08 sitomas .e'n as p antas coinfecladas .
Tomate/ . . ., en comparacion con las plantas infectadas Italia
. . Potyvirus 'y (PepMV), y STV / Clorosis, deformacion, y .
Sinergismo . . unicamente con PepMV. Hubo una alta tasa Iacono et al. (2015)
Amalgavirus manchas de color oscuro en las hojas.

de transmision de STV y asociacion con los
sintomas del tomate.

Capsicum sp./ Orthotospovirusy ~ PVY y Tomato spotted wilt virus (TSWV) / Alta.1n01denc1a de lnffigclones V'lrales n'nxtas Zlmbgbue
. . . ; . . . asociadas con Frankliniella occidentalis y Karavina et al.
Sinergismo Potyvirus Enanismo, clorosis foliar, moteado y rizado. .
Myzus persicae. (20106)
. i Aceleracion de los sintomas y la infeccion.
Tomate/ . PaMMYV y TBRFV / Lesiones locales necroticas en . Israel
) . Tobamovirus . Ambos virus interfieren con la respuesta .
Sinergismo las hojas. . . Luria et al. (2018)
hipersensible.
TYLCYV, Tomato leaf curl betasatellite (TOLCB), y . .
co . . Los Begomovirus no suelen infectar los
Tomate/ . Mungbean yellow mosaic Indian virus (MYMIV) , . Oman
. . Begomovirus , ., . tomates; pero, MYMIV, podria transmitirse .
Sinergismo / Sintomas de coloracion amarillenta, curvatura y . Shahid et al. (2019)
o como pasajero del TYLCV en los tomates.
retraso del crecimiento.
. La coinfeccion por TYLCV y ToCV indujo .
Tomate / Begomovirus y . ., . China
. . s TYLCV y ToCV / Datos no mostrados. cambios en la expresion de genes implicados en .
Sinergismo Crinivirus . . Ding et al. (2019)
el transporte y el metabolismo energético.
Al lacion B. j iaron .
Tomato golden mottle virus (TGMV) y Tomato ta.s pob acones de. tabaci se asoctare Meéxico
Tomate / . . . con infecciones de diferentes especies de .
. . Begomovirus severe leaf curl virus (ToOSLCV) / Crecimiento . . , Zuiiga-Romano et
Sinergismo . . . begomovirus, pero en este estudio el numero de
reducido, mosaico y clorosis. . al. (2019)
moscas blancas fue bajo.
ucurbit leaf crumple virus LCrV), Cucurbit Efecto de la adquisiciéon de TYLCV LCrV .
Calabazay . c f . P . (CuLCrv), € ecto d dquisicion de CVyCu C. Estados Unidos
Begomovirus y yellow stunting disorder virus (CYSDV), y por parte de la mosca blanca sobre la carga viral
tomate / o . . . . . Gautam et al.
. . Crinivirus TYLCV / Arrugamiento severo y curvatura hacia y examinacion de la preferencia y aptitud de la
Sinergismo . ; (2020)
abajo de las hojas. mosca blanca.
Tobam?v1rus Y TBRFV y PepMV / Frutos inmaduros abiertos Las infecciones leves por PepMV precedidas
Tomate/ Potexvirus (ver L . . . . Israel
. . , 0 con cicatrices, junto con hojas estrechas, con por TBRFV pueden inducir sintomas
Sinergismo sintomas en la . . , L. . Klap et al. (2020)
Figura 3) parches amarillos, y hojas en forma de cordon. caracteristicos de cepas agresivas de PepMV.
TYLCY, Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi Falta de efectividad de los genes de resistencia
Tomate/ Beoomovirs virus (TYLCKaV), y Pepper yellow leaf curl Ty contra infecciones mono y mixtas de Japon
Sinergismo g Indonesia virus (PepYLCIV) / Amarillamiento distintos begomovirus locales del sudeste Koeda et al. (2020)
leve, rizado y atrofiado de las hojas. asiatico.
Tomate/ Crinivirus 'y ToCV y TYLCV / Disminucion de la altura y peso TYL(.:V presento tropismo por el follaje China
. . . superior en contraste con ToCV, que estuvo .
Sinergismo Begomovirus de los tallos. . N Liet al. (2021)
presente principalmente en las hojas inferiores.
Tt W s virus (ToY Tt / .
omato yello gl.’ ot virus (ToYSV), 0{’}1(110 yellow Algunos begomovirus pueden aumentar .
spot alphasatellite (TOYSA), Euphorbia yellow , Brasil
Tomate/ . o . la gravedad de los sintomas y promover o .
. . Begomovirus mosaic virus (EuYMV), y Euphorbia yellow L ., . Nogueira et al.
Sinergismo . . . restringir la acumulacion de otros virus en el
mosaic alphasatellite (EuYMA)/ Mosaico severo, , (2021)
., . . huésped.
deformacion de hojas, rizado y enanismo.
4

Sanchez-Sanchez et al., 2024. Vol. 42(3): 30



Revista Mexicana de Fitopatologia. Articulo de Revision. Acceso abierto

Cuadro 1. Continta

Recurso/

Tipo de infeccion Genel:o Virus/ Sintomas Relevancia Pais y referencia
. perteneciente
mixta
Tomato yellow mottle virus (ToYMoV), Tomato
Begomovirus (ver  yellow mottle disease (ToYMoD), y Tomato leaf La interaccion sinérgica de los begomovirus Costa Rica
Tomate/ , . . . . ., .
. . sintomas en la curl Sinaloa virus (ToLCSiV) / Aclaramiento de conducira a una mayor gravedad de la Maliano et al.
Sinergismo . . . . .
Figura 1). venas, arrugamiento, mosaico amarillo y hojas enfermedad. (2022)
atrofiadas.
Tomate/ Begomovirus y TYLC\.IVy TOCY / Encrispamiento severo y Se sugiere que el antagonismo y el s1r’1erg1smo Espfma
. . > coloracion amarillenta extensa en las hojas ocurren en las etapas temprana y tardia, Ontiveros et al.
Sinergismo Crinivirus . . . ., .
superiores, necrosis de las hojas recién emergentes. respectivamente. (2022)
PepYLCIV, TYLCKaV, y TOLCNDV / Mosaico 12 monoinfeccion grave causada por .
Pimientos/ amarillo, bandas venosas, ahuecamientos hacia PepYLCIV provocs infecciones mixtas con Indonesia
. . Begomovirus . > . . . TYLCKaV. PepYLCIV y TYLCKaV infectaron Wahyono et al.
Sinergismo arriba, curvatura y tamafo reducido de las hojas. . . . .
L variedades resistentes de plantas de pimiento sin (2023)
Retraso del crecimiento de la planta , . .,
mostrar sintomas de infeccion.
) . Estados Unidos
T9mat§:/ Tobam(?vzrus y TBRFV y PepMV / Necrosis y clorosis Presenma de PepMV'y TBRFV en tomates Yilmaz y Batuman
Sinergismo Potexvirus importados en supermercados de Florida. (2023)
. STV, Cucumber mosaic virus (CMV), y PepMV / STV aument¢ el titulo viral ¢ indujo sintomas 5
. . Amalgavirus, ., . , . . ., Espana
Tomate/ Sinergismo . Fuerte deformacion de las hojas, sintomas severos  por CMV en las primeras etapas de la infeccion, . ,
. Cucumovirus y . . . . . . Elvira-Gonzalez et
y antagonismo . de mosaico, diferencias de altura y peso respecto a  mientras que el titulo de PepMV no cambi6 a
Potexvirus , , al. (2021)
los controles. pesar de que PepMV exacerbd los sintomas.
TYL Tt irus (ToM . . Est i
Tomate/ Begomovirus vs , CV'y Tomato motile Vs ( ° ov)/ . TYLCYV produjo un efecto antagdnico sobre la stados Ur}ldos
. . Sintomas de curvatura, amarillamiento y mosaico . S McLaughlin et al.
Antagonismo Tobamovirus . infeccion sistémica por ToMoV.
de las hojas. (2022)
Tomate/ Begomovirus vs ToSRV y ToORMV/ Mosaico amarillo y distorsion Los genes involucrados en la replicacion (CR) Brasil .
. . . . Nogueira et al.
Antagonismo Begomovirus de las hojas. son responsables del antagonismo.

Capsicum sp. / Cucumovirus 'y

Neutral Potyvirus

Tomate y melon / Becomoviris

Neutral 8
Orthotospovirus,
Potyvirus,

Chile /No Macluravirus,

disponible Cucumovirus,
Tobamovirus y
Begomovirus

Tobamovirus y

Tomate/ Sinergismo .
begomovirus

CMYV, Capsicum chlorosis virus (CaCV), y
Groundnut bud necrosis virus (GBNV) / Manchas
y anillos cloroéticos concéntricos, necrosis junto
con mosaico y malformacion de las hojas.

TYLCYV, Cotton leaf curl Gezira virus
(CLCuGeV), Okra yellow crinkle Cameroon
alphasatellite (OYCrCMA), y Okra leaf curl
Oman betasatellite (OLCuOMB) / Sintomas de
curvatura, amarillamiento y mosaico de las hojas.

CaCV, Chilli veinal mottle virus (ChiVMV), Large
cardamom chirke virus (LCCV), CMV, PMMoV,
y Chilli leaf curl virus (ChiLCV) / Moteado de
mosaico amarillo, enrollamiento de las hojas,
manchas cloroticas y necroticas.

ToMV, Tomato golden mosaic virus (ToGMoV),

y Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) /
Necrosis foliar, moteado amarillo, bandas venosas
verdes, ampollas, curvatura hacia arriba y hacia
abajo, malformacion de las hojas y clorosis.

La sustitucion de aminoacidos de Ser129 por
Pro129 de la CP del CMV es necesaria para la
infeccion mixta.

Primer informe de infeccion mixta de
begomovirus bipartitos y monopartitos
asociados con satélites de ADN de tomate y
melon.

Aparicion generalizada de infecciones mixtas.
Primer informe de la deteccion de seis virus en
chile.

La coinfeccion de ToMV con begomovirus
resultd en una mayor gravedad de la
enfermedad, una reduccion del crecimiento
de las plantas y una mayor acumulacion viral.
ToMYV exhibid una alta tasa de mutacion.

(2023)

India
Vinodhini et al.
(2021)

Arabia Saudita
AlHudaib et al.
(2022)

India
Devi et al. (2022)

México
Gonzalez-Perez et
al. (2024)
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Non-inoculated

ToYMoVi ToLCSiV ToYMoV + TYLCV

Figura 1. Transicion de sintomas en las hojas inferiores, medias y superiores de plantas de tomate agroinoculadas con los
componentes de ADN-A y DNA-B de clones infecciosos de aislados de TYLCV (ToYMoV-[CR:Gre:GR1:90]),
y Tomato leaf curl Sinaloa virus (TOLCSiV-[CR:Lib:L1:02]) de Costa Rica y un clon infeccioso del ADN geno-
mico de TYLCV de la Republica Dominicana (TYLCV-[DO]) de forma individual o en todas las combinacio-
nes. (A) TYLCYV; (B) planta de tomate no inoculada; (C) ToYMoV y ToLCSiV; (D) ToYMoV y TYLCV; (E)
ToLCSiV y TYLCV; (F) ToYMoV, ToLCSiV y TYLCV. Las plantas fueron fotografiadas 21 dias después de la
agroinoculacion (con el permiso de Maliano et al., 2022).
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Against insects ‘

Nutrients, information etc.

Figura 2. Componentes vegetales involucrados en las infecciones virales mixtas. El proceso normal de comunicacion
entre las células vegetales de las plantas implica la interrelacion de estructuras tales como los plasmodesmos (A)
y el ntcleo (B); los primeros se encuentran en las paredes celulares que permiten el pasaje de moléculas en el
citoplasma. En presencia de una infeccion viral (C), la célula contrarresta la accion mediante vias bioquimicas
bien definidas, como la inhibicién de la funciéon de los plasmodesmos y el trafico intracelular (D), la produccion
de metabolitos de respuesta especifica (que pueden ocurrir antes o durante el desarrollo de la infeccion viral), (E)
o el aumento en la produccion de proteinas involucradas en los procesos de desintoxicacion (F). Por otro lado,
después de una internalizacion exitosa por dos virus, ocurre un efecto sinérgico de la infeccion viral mixta (G).

Kutsher et al. (2021) investigaron plantas de tomate y tabaco infectadas con virus
y, a través del ensayo con Proteina Verde Fluorescente (GFP) se determinaron la
ubicacion, cuantificacion y efecto de PDLPS sobre los PD. En hojas de tabaco, el
Tobacco mosaic virus (TMV) y el Tomato brown rugose fruit virus (TBRFV) au-
mentaron los niveles de PDLP5-GFP en PD en comparacion con el testigo, mien-
tras que se observaron diferencias significativas en las hojas del tomate. En cambio,
la infeccion con el Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) redujo la acumulacion
de PDLP5-GFP en el PD de hojas del tomate en comparacion con el testigo, sin
efectos significativos sobre el PD de la hoja de tabaco. Si bien las inoculaciones y
los efectos virales fueron evaluados por separado y no en una infeccion viral mixta,
la investigacion evidencio claras diferencias en los mecanismos moleculares invo-
lucrados en los diferentes tipos de infeccion. La infeccion por parte de la especie
del Tobamovirus condujo a un aumento en la expresion de una proteina especifica,
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PDLPS5, mientras que los virus pertenecientes al género Begomovirus inhibieron su
expresion, estableciendo que la actividad en los PD depende en gran medida del
tipo de virus. Asi, seria interesante saber cual seria el papel de PDLP5 en relacion
con la infeccion mixta con diferentes géneros virales.

Los metabolitos vegetales abarcan un vasto nimero de compuestos organicos
de diferentes naturalezas quimicas, importancia y funciones. Participan en el desa-
rrollo de procesos celulares, reproduccion, proteccion, maduraciéon y senescencia
de plantas (Figura 1). Existen escasos informes sobre la sintesis y funcionalidad de
metabolitos vegetales cuando ocurren las coninfecciones; se han observado cam-
bios en el tipo y los patrones de acumulacion de fitoquimicos (Zaynab et al., 2018).

Fereres et al. (2016) investigaron las alteraciones en el patron de produccion de
compuestos volatiles en tomates infectados por un virus circulativo como Toma-
to severe rugose virus (ToOSRV) y un virus no circulativo como Tomato chlorosis
virus (ToCV). Un analisis de los compuestos individuales mostré que las plantas
testigo de tomates emitieron cantidades significativamente mayores de los terpenos
a-pineno, 4-careno, a-felandreno, terpineno y B-felandreno que las plantas infecta-
das con ToSRYV, lo que indic6 que la infeccion con ToSRV promueve la supresion
de algunos terpenos volatiles. Ademas, las moscas blancas presentaron una clara
preferencia por plantas no infectadas, favoreciendo la dispersion de la enfermedad.
Estos resultados sugirieron la habilidad de ciertos virus de coevolucionar con su
hospedante, aumentando su propagacion por medio de la modificacion de los pa-
trones de sintesis de compuestos volatiles en plantas de tomate. Seria interesante
discernir si existe una conexidn en la sintesis de terpenos como mecanismo de
defensa contra insectos vectores, especialmente para Bemisia tabaci (B. tabaci).
Sin embargo, la reduccion en la concentracion de los terpenos no se asoci6 con una
mayor atraccion del vector hacia plantas infectadas con ToSRV.

Posteriormente, De et al. (2018) describieron que la infeccion sinérgica de M.
benthamiana por Potato virus X (PVX) y por Potato virus A (PVA) que aument? la
expresion del Componente Ayudante de Proteasa (HCPro), una proteina que causa
alteraciones en el ciclo de la metionina en la célula huésped. En este experimento,
a través del silenciamiento génico de enzimas vegetales clave, como S-adenosil-
l-metionina sintetasa (SAMS) y S-adenosil-I-homocisteina hidrolasa (SAHH), se
encontr6 una reduccion significativa en la glutation reductasa (GSH), un antioxi-
dante importante en las células vegetales, y por ende, la deficiencia de GSH puede
explicar los sintomas observados durante la infeccion mixta PVX-PVA.

Un estudio reciente publicado por Pollari et al. (2022) encontré que cuando M.
benthamiana es infectado por potivirus y potexvirus, la respuesta metabolica del
hospedero difiere de forma significativa, segin si es una infeccién mixta o una
monoinfeccion. En las infecciones mixtas se encontré un aumento en metabolitos
relacionados con defensas, y se sugiri6 un bajo potencial de metilacion del material
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genético. Finalmente, se concluye que el estrés oxidativo asociado a la infeccion se
controla con éxito, pero no en infecciones sinérgicas.

Das et al. (2019) reportaron un conjunto de metabolitos secundarios (terpenoi-
des e isoprenoides tales como clorofila, carotenoides, filoquinonas, giberelinas, y
acido abscisico), producidos por N. benthamiana después de la infeccion con TMV
durante la infeccion cruzada. Mediante la técnica de las Etiquetas Isobaricas para
la Cuantificacion Relativa y Absoluta (iTRAQ) durante una infeccién mixta fue
posible demostrar que un TMV-43A (una mutante en la que se reemplazaron 43 nt
de poli(A)) pudo proteger de forma cruzada a las plantas de N. benthamiana contra
una cepa silvestre de TMV. En plantas protegidas de forma cruzada, se observo un
aumento en la biosintesis de aminoacidos y las actividades fotosintéticas, apoyadas
por un aumento en la acumulacion de las enzimas 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa (DXR) y geranilgeranil difosfato sintasa (GGPS), fundamentales
para la biosintesis de la clorofila. También se encontré un aumento en la abundan-
cia de enzimas relacionadas con el manejo de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y la homeostasis redox, tales como las tiorredoxinas y la L-ascorbato peroxidasa.

Los PD y la sintesis de metabolitos son modificados por la presencia de virus,
aunque los componentes vegetales relacionados con las infecciones mixtas son es-
casos, otros sitios importantes para el crecimiento, como el mecanismo de ubiquiti-
nacion podria ser viable para su estudio y establecer el papel de estos componentes
en infecciones virales mixtas.

Sistema de ARN de interferencia

El silenciamiento con base en el ARN es un sistema cuya funcidn principal es
la del mantenimiento de la integridad gendmica, pero las plantas han adaptado
este sistema como un mecanismo de proteccion, especialmente contra los virus. La
defensa por medio del silenciamiento con base en el ARN permite la supresion de
la expresion génica mediante interacciones especificas de secuencia que son me-
diadas por moléculas de ARN de entre 21 y 24 nucledtidos de longitud (Figura 3),
(Moissiard y Voinnet, 2004; Cisneros y Carbonell, 2020). Bajo la premisa de que
las secuencias del ARN estan dirigidas a objetivos virales especificos, seria util sa-
ber si los virus con secuencias similares pueden ser el objetivo de estos microARNs
(Kwon et al., 2020) y cual es el impacto de las estrategias de silenciamiento de los
genes contra las infecciones virales mixtas y su efecto sobre la proteccion cruzada
(Mohamed et al., 2022; Leonetti et al., 2021). Turco et al. (2018) caracterizaron la
defensa antiviral de plantas solanaceas cultivadas y con infecciones mixtas. En este
experimento (Turco et al., 2018), plantas de tomate resistentes a la cepa chilena del
PepMV (CH2) ejercieron, de forma indirecta, un efecto de resistencia a la infeccion
por el genotipo peruano (cepa LP) del mismo virus. La exposicion de la cepa LP
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Figura 3. Silenciamiento génico a través del ARN de interferencia pequeiio en células vegetales. La internalizacion
del virus ocurre (A), el ARN viral esta protegido por una capside viral (B), el virus usa la maquinaria de trans-
cripcion celular para la sintesis de proteinas virales (C). La replicacion del ADN vegetal tiene lugar en el nuicleo
(D) y se sintetiza un ARN de interferencia pequefio, que posteriormente madura y se exporta el citosol donde,
después de algunas modificaciones, se produce un ARN de horquilla corta (E). El ARN pequefio puede actuar
de varias maneras, tales como interferir con proteinas virales especificas (F), o unirse al ARN viral y a través del
Complejo de Silenciamiento Inducido por el ARN (RISC, por sus siglas en inglés), que interfiere con la expre-

sion de genes virales (G).

a plantas de tomate preinfectadas con la cepa PepMV CH2 promovid alteraciones
de las secuencias gendmicas de consenso en las especies virales, lo cual indica un
amplio potencial para la proteccion cruzada (Turco et al., 2018). Asimismo, encon-
traron una amplia asociacion de pequeiios ARN de interferencia (ARNsi) con com-
ponentes cataliticos del silenciamiento génico, tales como AGO 1, AGO 2, y AGO
3, involucrados con el ARN de interferencia (ARNi) en la escision de secuencias
virales (Figura 2). Los autores sefialaron que las cuasiespecies LP (variantes genoti-
picas) experimentan una rapida evolucion dentro de una planta infectada mediante
la aparicion y fijacion de mutaciones puntuales.

Ademas, se encontrd que las cuasiespecies CH2 evolucionan rapidamente, lo
cual, en el largo plazo, puede crear variantes genéticas agresivas con sintomas se-
veros de enfermedades y la estabilidad genética es considerada importante para
la proteccion cruzada contra cepas virales especificas (Ziebell y Carr, 2010). La
efectividad de las secuencias génicas que median la resistencia de plantas contra las
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coinfecciones virales ha sido abordada. Wen et al. (2013) destacaron el papel cru-
cial del gen TOM1 en el proceso de replicacion del Hibiscus latent Singapore virus
(HLSV) y del TMV. En un estudio realizado en N. benthamiana, la planta presento
sintomas leves en lugar de necrosis sistémica severa, y se demostro la proteccion
cruzada contra infecciones mixtas. Aunque el mecanismo detras de la doble protec-
cion viral todavia se desconoce, se establece que los genes 7TOM juegan un papel
crucial en la multiplicacion del Tobamovirus.

Posteriormente, Moreno-Pérez et al. (2016) reportaron que el Pepper mild mott-
le virus (PMMoV) con mutaciones en los aminoacidos M138N, T43K + D50G,
L13F + G66V, M138N, T43K D50G y A87G en la Proteina de Cubierta (CP) puede
superar la resistencia mediada en plantas, produciendo efectos pleiotropicos e im-
pactando la expansion del rango del hospedante. En este experimento, los fenotipos
sensibles y resistentes al gen L del pimiento se evaluaron en una prueba de habili-
dad y se encontrd que los efectos que rompen la resistencia de la planta dependen
de la mutacion especifica, el genotipo del huésped susceptible y el tipo de infeccion
(monoinfeccidn o infeccidn mixta). En consecuencia, los efectos pleiotropicos pue-
den ser negativos, positivos o ausentes, segiin la naturaleza del virus.

Wang et al. (2021) reportaron avances en la comprension de la activacion de
ARNI durante la infeccion viral. Los experimentos realizados en N. benthamiana
demostraron que las heridas activaron el Factor de Transcripcion de Union a Cal-
modulina-3 (CAMTAZ3) y la Nucleasa Bifuncional 2 (BN2) por medio de la casca-
da de sefializacion asociada al ion Ca™ (Toyota et al., 2018). Este conjunto de pro-
teinas es responsable de ensamblar y estabilizar el ARN mensajero (mARN) que
codifica para componentes clave de la maquinaria de interferencia por ARNi. Los
autores mencionan que ARGONAUTE] y DICER-LIKE]1 juegan un rol central en
la degradacion de microARNs. CAMTA3 o plantas knockout BN2 presentaron una
mayor susceptibilidad a las infecciones por Begomovirus y Potyvirus, y en particu-
lar, la proteina V2 presente en los geminivirus interrumpe la interaccion calmodu-
lina-CAMTAZ3 para contrarrestar la defensa por ARNi. Estos hallazgos asocian la
sefializacion de Ca*™* con el inicio de la defensa mediada por ARNi y revelan la ver-
satilidad de la defensa antiviral. Elvira-Gonzalez et al. (2021) reportaron el perfil
de pequefios ARN interferentes (siARNs) obtenidos de S. lycopersicum sometidos
a infeccion mixta con virus no relacionados. En el experimento, se inocularon las
plantas de tomate con CMV, PepMV, y Southern tomato virus (STV), y se en-
contr6d que hasta 47 siARNs se expresaron diferencialmente en plantas infectadas
con estos virus en comparacion con las plantas control inoculadas. Finalmente, los
ARNSsi con expresion diferencial encontrados en este trabajo estaban involucrados,
sobre todo en procesos fundamentales de la planta, como el desarrollo, metabolis-
mo, estrés bidtico, abidtico, pero las frecuencias de los ARNsi no fueron uniformes,
ni presentaron sefales de influencia por el tipo de virus. Este es uno de los primeros
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reportes que establecen las caracteristicas de la defensa de la planta mediada por el
silenciamiento de ARNi cuando una planta enfrenta una infeccion mixta.En plan-
tas, la defensa antiviral mediada por el ARNi es mediada por la complementariedad
con secuencias foraneas (secuencias virales). Las caracteristicas sinérgicas debidas
a las infecciones mixtas suscitan interrogantes amplias y robustas sobre la especifi-
cidad y la cobertura de la accion de las secuencias ARNi contra virus involucrados
en las coinfecciones. De hecho, pocos indicadores evidencian diferencias de forma
tan clara con el ARNi producido por la planta para tratar con la monoinfeccion vs.
infecciones mixtas.

Componentes de las proteinas virales involucradas en las infecciones mixtas

La continuidad del linaje viral al infectar una planta puede ser considerado el
propdsito comun de los virus en plantas. Bajo esta premisa, un virus tiene una serie
de proteinas responsables de llevar a cabo tres situaciones fundamentales. Primero,
la adhesion a la célula hospedante, seguida de la internalizacion mediada de varias
formas (enmascaramiento, mimetismo de proteinas, etc.) y finalmente, la réplica
del genoma. La probabilidad de éxito de todas las etapas dependera de factores
que no son tipicos de virus (el sistema de defensa mediado por proteinas y material
genético vegetal) y en sus propias caracteristicas. Luego, analizamos las proteinas
y discernimos los complejos procesos que superan para lograr su objetivo. Enfa-
tizamos que las estructuras descritas en esta seccion se basan en caracteristicas
observadas en la monoinfeccion, ya que los estudios que evaltian las caracteristicas
de estas proteinas en infecciones mixtas son escasos.

La CP juega un papel fundamental en el ensamblaje de particulas virales y se ha
establecido como meta para el desarrollo de moléculas contra virus en plantas (Wu
etal.,2022). Basu et al. (2021) reportaron que en los begomovirus Tomato leaf curl
New Delhi virus (TOLCNDV) y Tomato leaf curl Gujarat virus (ToLCGuV), las
proteinas AV-2 (pre-CP) y AC-2 (proteina activadora transcripcional) han funciona-
do como moduladoras del proceso de coinfeccion viral del proceso de coinfeccion
viral en el tomate y N. benthamiana. Ambos virus presentaron sinergia en una prue-
ba in vitro en plantas de tomate y N. benthamiana, promovieron la aparicion de sin-
tomas extremos de infeccion. Los autores sugieren que AC2 y AV2 de ToLCGuV
aumentan la acumulacion asimétrica de TOLCNDYV y que la presencia de este tipo
de proteina viral favorece la supresion del silenciamiento de genes en plantas de
N. benthamiana y de tomate. Por medio de una prueba reversion de silenciamiento
génico acoplado a GFP, (brevemente, las plantas transgénicas que expresaron AC2
y AV2 fueron validadas mediante la prueba GFP; posteriormente, las plantas fueron
infiltradas con A. tumefaciens con los constructos deseados) se obtuvo la actividad
supresora de las proteinas virales codificadas con los aislamientos de ARNsi a los
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6 dias post-infeccion. Los autores sugirieron que la actividad supresora de AV2 se
debe al bloqueo de la propagacion de las sefiales de silenciamiento del ARN en
las hojas y concluyeron que las proteinas codificadas por ToLCGuV promueven la
replicacion eficiente de TOLCNDV por medio de la via de silenciamiento antiviral.

En algunos géneros de virus vegetales, CP es esencial para el proceso de infec-
cion, ya que recluta e interactiia con varias estructuras celulares (Bennett Agband-
je-McKenna, 2020). Mochizuki et al. (2014) demostraron que la mutacion de CP
en P129 redujo la expresion de los genes relacionados con la funcion de los cloro-
plastos y la fotosintesis en plantas de tabaco infectadas con CMV. Otras proteinas
del proceso de replicado, tales como el complemento 2b de la virulencia, también
se asociaron con fenotipos asintomaticos y titulos virales bajos. Los autores conclu-
yeron que el efecto de la mutacion aument6 la capacidad de patogenicidad, debido
a que el CMV adquiri6 virulencia a través de mutaciones en los aminodacidos de la
CP, lo que condujo a anomalias estructurales en los cloroplastos. Posteriormente,
Zhang et al. (2017) reportaron que la mutaciéon E96 de CP del Cucumber green
mottle mosaic virus (CGMMV) es importante para el proceso de patogénesis del
desarrollo. Pruebas in vitro con mutantes de N. benthamiana E96 CGMMYV produ-
jeron una infeccion exitosa y este estudio indicd que las modificaciones en el sitio
de ensamblaje en las células pueden ser afectadas por mutaciones en el aminoacido
crucial E96. Por este motivo, otros mutantes realizados en este estudio, tales como
E96A y E96K, y tres mutantes dobles, V94A-E96K, V97-E96K, y T104A-E96K,
presentaron solo rasgos sistémicos tardios de infeccion en N. benthamiana, desta-
cando el papel del residuo de E96 en el proceso de infeccion.

Shi et al. (2023) reportaron que en el género de Tobamovirus, CP y MP presen-
tan la capacidad de interactuar para facilitar el movimiento viral a través de PD.
Se determino in vitro que la region de la proteina MP entre los residuos 78 y 128
era importante para el movimiento viral. Especificamente, el residuo de treonina en
la posicion 107 en MP (T107™P) es crucial para la interaccion CP-MP interaccion
y la sustitucion de T107A retrasa la infeccion sistémica de CGMMYV en N. ben-
thamiana. Mutaciones en otros residuos evaluados, tales como F17AMP y D97AMP
inhibieron la infeccion de CGMMY, lo que sugiere que estos ultimos no juegan
ningun papel en la interaccion, pero regulan la funcion de MP, independiente de CP.
Ademas, se encontrd que la coexpresion de MP y CP de CGMMYV en N. benthamia-
na aumenta la acumulacion de CP y que la interaccion de ambas proteinas inhibe la
respuesta de defensa mediada por el acido salicilico en las primeras etapas de infec-
cion. Finalmente, los autores concluyeron que la supresion de la defensa antiviral
del hospedante, activado por la interaccion CP-MP facilita le infeccion sistémica.

Comprender el papel de CP en el proceso de infeccion ha permitido realizar
avances notables que podrian aplicarse en el futuro para el control de infecciones
virales en plantas. Liu et al. (2020) reportaron que las cepas mutantes de CGMMV
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presentaron caracteristicas utiles para el control de virus especificos mediante la
proteccion cruzada. A través de la mutagénesis dirigida, se obtuvo mutantes de
CPMMY que después fueron inoculados en N. benthamiana hasta que se obser-
varon sintomas. Especificamente, la mutacion de CP en el residuo D89 (D89A)
redujo los sintomas de la infeccion por CGMMYV en hojas y venas. Los clones
mutantes de obtenidos mostraron una caracteristica importante para la regulacion
de la virulencia de CGMMYV vy se pueden desarrollar como un modelo exitoso para
la contencion de cepas virulentas de este tipo especifico de virus. Sharma et al.
(2020) también sugirieron la gran utilidad de CP™V como un modelo para generar
mutantes que confieran resistencia viral a futuras infecciones y desarrollen pro-
teccion cruzada. Especificamente, los mutantes CP™VY T42W y E50Q exhibieron
la presencia de varillas no helicoidales y altamente estables que interfieren con la
acumulacion de MP y promueven el desensamblaje molecular de TMV en la célula
hospedante. Dado que la proteccion cruzada se considera dentro de las infecciones
virales mixtas, los resultados indican que este tipo de metodologia podria brindar
una proteccion adecuada contra la infeccion por TMV.

Ya hemos descrito anteriormente las caracteristicas de las proteinas reportadas
durante el proceso de infeccion viral. Aunque las funciones han sido establecidas,
se requiere mas investigacion para comprender lo que sucede cuando interactiian
proteinas ortologas de diferentes especies de virus en una infeccion mixta y por
qué no estimar el grado en el que una interaccion proteina- proteina favorece el
sinergismo viral o la proteccion cruzada, o incluso si tal interaccion pudiera desen-
cadenar el desarrollo de un antagonismo viral.

PERSPECTIVAS Y CONCLUSION

Las estrategias de control viral dependen, en buena parte, de la comprension
de los fendmenos naturales, incluyendo la patogénesis viral y sus aspectos, tales
como las monoinfecciones y coinfecciones. La investigacion preliminar en este
campo podria ser, en el futuro, la base para la implementacion de programas para el
control de infecciones virales mixtas en hortalizas de interés agronomico. Una de
las teorias mas aceptadas acerca de infecciones mixtas de los virus relacionados es
que, debido a que tienen mecanismos de entrada a las células huésped y comparten
el arsenal de proteinas involucradas en el proceso de infeccion, las probabilidades
de desarrollar una coinfeccion aumentan (Ng y Falk, 2006; Tamborindeguy et al.,
2023). Si bien este proceso es posible y comprobable en virus multipartitos de las
familias de Closteroviridae, Geminiviridae, Nanoviridae, Potyviridae y Rhabdovi-
ridae (Lucia-Sanz y Manrubia, 2017), no funciona de la misma manera para otros
virus. La Figura 4 presenta una infeccion mixta de tobamovirus con potexvirus, con
un efecto sinérgico sobre el fenotipo. Sin embargo, para el género del tobamovirus,
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Healthy ToBRFV PepMV + ToBRFV

Figura 4. Desarrollo de sintomas en hojas de tomate (cv. Macizo) infectadas con TBRFV y PepMV en infecciones mono y
mixta (sinergia) a 21 dias post-inoculacion, (fotografia donada por el grupo Dr. Tovar-Pedraza, CIAD Culiacan,
M¢éxico).

donde algunas especies presentan semejanza genética (por ejemplo, Tomato mottle
mosaic virus (TOMMYV) y Tomato mosaic virus (ToMV)), no hay reportes de infec-
ciones mixtas (Tettey et al., 2022).

Syller y Grupa (2016) destacan que, por lo general, las infecciones virales re-
lacionadas producen antagonismos. En este contexto, estudios realizados sobre el
Turnip crinkle virus (TCV) establecen que virus de ARN de sentido positivo (+),
por medio de una funcién viral que todavia se desconoce, “niega” a los virus pro-
ducidos la posibilidad de replicar sus genomas en células de sus “progenitores”, lo
cual conduce a la generacion de virus altamente homodlogos superinfecciosos que
son indistinguibles de la progenie (Tatineni and French, 2016). En la actualidad,
SIE explica la forma en que los virus son seleccionados de forma evolutiva al
mantener una frecuencia dptima de error en los genomas de la progenie. Aunque
se basa principalmente en observaciones realizadas en TCV, este nuevo modelo
podria aplicarse a otros viruses para entender como SIE influye en la funcion co-
dificada por virus y evolutivamente conservada que minimiza la proliferacion de
errores en la replicacion. Asi, SIE se establece como un mecanismo molecular que
promueve el antagonismo y debe ser fortalecido en plantas solanaceas y cucurbita-
ceas modelo (Yin et al., 2022; Zhou et al., 2019).
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Las tecnologias de Secuenciacion de Alto Rendimiento (HTS) hacen posible el
discernimiento de los origenes de infecciones mixtas de forma mas precisa y rapi-
da. Especificamente, las tecnologias como Oxford Nanopore Technologies (ONT),
basadas en lecturas largas, presentan la suficiente sensibilidad como para detectar
agentes virales relacionados, segun reportes de autores anteriores (Abou Kubaa et
al., 2023; Lee et al., 2022; van Rengs ef al., 2022). Ademas, el ARNi se convierte
en una alternativa versatil y ecoldgica para la proteccion de cultivos de interés
econdémico (Bharathi et al., 2023). El Silenciamiento Génico Inducido por el Hos-
pedador (HIGS, por sus siglas en inglés) y el Silenciamiento Génico Inducido por
Pulverizacion (SIGS, por sus siglas en inglés) son tendencias en las tecnologias
de aplicaciéon de ARNi. Estas metodologias hacen uso de la encapsulacion para
mejorar la efectividad del silenciamiento génico por parte del ARNi; ademas, con-
fiere proteccion y estabilidad al ARN, evitando que experimente modificaciones
enzimaticas o de pH (Mitter et al., 2017). Sin embargo, el mayor desafio de estos
procedimientos yace en lograr la estabilidad y evitar la degradacién prematura de
ARN:i en el ambiente. La mayor parte de la investigacion actual sobre ARNi encap-
sulado se centra principalmente en la administracion oral para controlar insectos
mediante el silenciamiento de genes esenciales (Hernandez-Soto y Chacén-Cerdas,
2021). Existe una investigacion incipiente sobre la aplicacion de ARNi para el me-
joramiento de las caracteristicas de cultivos de interés, segtin lo reporta Termolino,
(2021) pero no hay reportes de que esta tecnologia se esté usando para contrarrestar
infecciones virales mixtas. Sin embargo, la primera evidencia de su uso y su efecti-
vidad contra virus que infectan cultivos de interés comercial ya ha sido establecida
en informes previos (Worrall ef al., 2019).

Gracias a la aplicacion de nuevas tecnologias de secuenciacion, se ha elucidado
la relacion virus-huésped. La sinergia viral es la confeccion mas estudiada y su ob-
jetivo es aumentar los recursos duales para lograr la infeccion. En comparacion, el
antagonismo o la coinfeccion neutral es una forma de que los virus proliferen mien-
tras compiten con otros organismos, reduciendo la probabilidad de que estos ulti-
mos se establezcan. Se estan estableciendo nuevos nichos ecoldgicos, hospedantes,
vectores y modos de transmision de virus que infectan a las plantas en la naturaleza.
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