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AREAS GEOGRAFICAS SUSCEPTIBLES AL VIRUS RUGOSO
DEL TOMATE (ToBRFV) EN GUANAJUATO, MEXICO
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Jorge E. Ruiz-Nieto? y Jess Hernandez-Ruiz?

RESUMEN

El Virus Rugoso del Tomate (ToBRFV) se transmite principalmente por semilla contaminada e infeccion de planta a planta durante
las labores del cultivo; sin embargo, las condiciones climaticas locales pueden propiciar su severidad. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la idoneidad ambiental del TOBRFV en el estado de Guanajuato, México. Se colectd material vegetativo con
sintomas caracteristicos del TOBRFV para extraer ARN y se realizaron reacciones de RT-PCR para amplificar un segmento del
ORF2 del genoma de este virus. Se elabor6 una base de datos con la localizacién geografica de los casos positivos detectados.
Posteriormente se aplicé el algoritmo de maxima entropia con 22 variables bioclimaticas como predictores. En una superficie de
288.104 ha ubicada en Guanajuato (equivalente al 9,4 % de la superficie estatal) existen las condiciones climaticas para propiciar
la presencia del ToBRFV. Las variables climaticas que propician esta incidencia son: precipitacion del cuatrimestre mas calido
(27,7 %), régimen de humedad (26,4 %) y temperatura minima promedio del afio mas frio (17,0 %).

Palabras clave adicionales: Idoneidad ambiental, maxima entropia, Solanaceae, Tobamovirus

ABSTRACT

Geographic areas susceptible to Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) in Guanajuato, Mexico

Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) is transmitted mainly by contaminated seed or plant-to-plant infection during the
crop; however, local climatic conditions can enhance the incidence and severity of the virus. The objective of this research was to
determine the environmental suitability of the TOBRFV in Guanajuato State, Mexico. Vegetative material was collected with
characteristic symptoms of ToBRFV to extract RNA by RT-PCR to amplify a segment of ORF2 of the genome of this virus. A
database was created with the geographic location of the positive cases; then the maximum entropy algorithm was applied with 22
bioclimatic variables as predictors. On a surface of 288,104 ha located in Guanajuato (equivalent to 9.4 % of the State's surface
area), there are climatic conditions conducive to the incidence and severity of TOBRFV. The climatic variables that favor this
incidence are: precipitation of the warmest four-month period (27.7 %), humidity regime (26.4 %) and average minimum
temperature of the coldest year (17.0 %).

Additional keywords: Environmental suitability, maximum entropy, Solanaceae, Tobamovirus

INTRODUCCION (Hanssen et al., 2010). Los cultivos de tomate

infectados por virus pueden tener pérdidas del

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es el cultivo 100 %, menor vida Util y presentar baja calidad del
mas importante y extensivo en el mundo. En  producto. En consecuencia, la produccién se torna

México, es el cuarto rubro en importancia por suinviable, llevando a los agricultores al abandono
contribucion al valor de la produccion agricola  del cultivo (Hanson et al., 2016). Entre los virus
primaria (SIAP, 2020). que afectan al cultivo de tomate se destacan los

Dentro de las enfermedades por patégenos en  pertenecientes a la familia Virgaviridae del género
tomate, las ocasionadas por virus siguen siendo  Tobamovirus que consta de 37 especies (Adams et
notoriamente dificiles de controlar debido a la a|_’2009)_80n Virus rigidos en forma de bastén que
continua aparicion de nuevas cepas, tales como la  se transmiten fécilmente a las plantas sanas por
emergencia de cuasiespecies, asi como su gran inoculacién mecénica, semilla contaminada y
potencial para evolucionar y adaptarse, creando  contacto entre plantas. Son excepcionalmente
variacion genética y tiempos de generacion cortos  estables ya que sobreviven afios en restos de plantas
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y durante semanas 0 meses en estructuras de
invernadero, macetas y herramientas horticolas
(Dombrovsky y Smith, 2017). Asi mismo, pueden
ser transmitidos, mediante polinizadores que
actlan simultanea-mente como vectores del
ToBRFV (Zhang et al., 2022). Los estudios de los
efectos del clima sobre la distribucion de
enfermedades de las plantas tiene una relevancia
significativa (Galdino et al., 2016). Dado que, los
parametros climaticos, como temperatura y
precipitacion, juegan un papel importante en el
desarrollo de enfermedades y en las interacciones
de vectores, cultivos y enfermedades, ya que las
alteraciones del clima pueden modificar las
condiciones para los organismos de enfermedades
infecciosas, plantas hospedantes y vectores (Ramos
etal., 2019).

Debido a que las enfermedades virales en el cultivo
de tomate pueden ser muy graves para la
produccion, actualmente se utilizan diversas
estrategias para su control como son la induccion
de resistencia en plantas, sanitizacién, eliminacion
de plantas sintomaticas, deteccién temprana en
semillas y proteccion cruzada (Panno et al., 2020;
Zinger et al., 2021). No obstante, existe otro
enfoque que puede ser de utilidad para el control de
enfermedades y plagas en campo que es el uso de
modelos predictivos que integren la ocurrencia de
la enfermedad con condiciones climaticas y
ambientales, generando mapas de distribucion
potencial. Los modelos de distribucion potencial
pueden identificar condiciones que propicien o bien
gue limiten la distribucién de las plagas o
enfermedades en cultivos, proporcionando
informacion necesaria para su manejo y control
(Kumar et al., 2014; Juarez et al., 2021). EI modelo
de méxima entropia (MaxEnt) utiliza datos

categdricos 'y continuos incorporando las
interacciones entre diferentes  variables
bioclimaticas que determinan la idoneidad

ambiental y la distribucion potencial de las especies
estudiadas (Wang et al., 2010). Este se ha empleado
para predecir las distribuciones globales del virus
del enrollamiento de la hoja amarilla del tomate
(TYLCV), dado que utiliza solo datos de presencia,
es apropiado para tamafios de muestra pequefios y
genera un indice de idoneidad de las especies que
va de 0 (no apto) a 1 (idoneidad 6ptima) (Ramos et
al., 2019).

El primer reporte de la presencia del Virus rugoso
del tomate en México, se presentd en el estado de

Michoacan (Cambron et al., 2018). Este es
colindante con Guanajuato, donde existen
aproximadamente 1500 hectareas de tomate y
pimiento bajo invernadero y 500 hectareas de
tomate a campo abierto (SIAP, 2020), las cuales
pueden ser infectadas por actividades mecanicas,
plantas hospederas y a posibles vectores, como
polinizadores (Caruso et al., 2022; Zhang et al.,
2022). Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue determinar las areas geogréficas
susceptibles a la presencia de ToBRFV en
Guanajuato mediante el uso del modelo de maxima
entropia (MaxEnt).

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 13 muestras simples, una por cada
sitio donde el cultivo mostraba sintomas, como
coloracién amarilla, manchas verdes malformacion
de frutos, estriado verde, manchas irregulares color
marron, hojas con mosaicos y moteado amarillento,
los cuales son caracteristicos de TOBRFV (Salem
etal., 2016; Luriaetal., 2017). Las muestras fueron
debidamente identificadas y trasladadas al
laboratorio del Comité Estatal de Sanidad Vegetal
de Guanajuato (CESAVEG) donde fueron
resguardadas a 4 °C hasta su andlisis.

Los suelos predominantes son del orden
Vertisol Pélico, de textura fina (INEGI, 2014). Las
condiciones climaticas prevalecientes durante el
mes de septiembre, en los municipios donde se
realizé la colecta fue una temperatura media de
17,5 °C y precipitacion acumulada de 374,6 mm.

Para el diagnostico del material vegetal de
tomate, el ARN total se extrajo a partir de 100 mg
de nervaduras centrales con el kit comercial SV
Total ARN Isolation System Promega de acuerdo
con las indicaciones del fabricante. La pureza y
concentracion del ARN extraido se cuantificé por
espectrofotometria a una longitud de onda de
260/280 nm (Nano Drop 2000 , Thermo Scientific).

La retrotranscripcion se realizé con iniciadores
aleatorios (Random  Hexamer, Invitrogen),
siguiendo las indicaciones del fabricante. En la
PCR se usaron los iniciadores TOBRFV-F (5-
AACCAGAGTCTTCCTATACTCGGAA-3) y
ToBRFV-R (5- CTCWCCATCTCTTAATAATCTCCT-
3) que amplifican un fragmento de 475 pb
(SENASICA, 2018).

La mezcla de reaccion consistio en 12,5 yL de
Platinum SuperFi PCR Master Mix (2X)
(Invitrogen), 5 pL de Super FITM GC Enhancer
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(5X) (Invitrogen), 3 puL de agua grado biologia
molecular (Invitrogen), 1,25 pL del primer
ToBRFV-F (10 pM), 1,25 pL del primer R
ToBRFV-R (10 puM) y 2 pL del templado de
cDNA, en un volumen final de 25 pL. La
amplificacion se realiz6 bajo las siguientes
condiciones: 1 ciclo de 98 °C por 5 min, 25 ciclos
a 98 °C por 1 min, 62 °C por 3 min, y 72 °C por 3
min, con una extension final a 72 °C por 10 min.
Los productos amplificados fueron visualizados en
gel de agarosa al 1,5 %. Los productos de la RT-
PCR fueron purificados y secuenciados en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Centro

Nacional de Referencia Fitosanitaria, empleando
un equipo Applied Biosystems 3130; las
secuencias obtenidas fueron ensambladas vy
editadas para obtener tamarfios de 900 pb y luego
comparadas en la base de datos del GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi?Program=
blastn&page_type=blastsearch&link loc=blasthome).
De las 13 muestras recolectadas, 12 resultaron
positivas a TOBRFV (Cuadro 1), con las cuales se
elabor6 una base de datos en la que se identificé la
latitud y longitud usando un sistema portatil de
localizacién geografica Garmin GPSMAP 64s.

Cuadro 1. Ubicacion de las muestras con sintomas caracteristicos de TOBRFV en Guanajuato, México

. Lati Longi Alti lim Ti
Municipio (agut;d (Oogstt:)d (trgjd C':I'ipoa prodpuocgi%n
Abasolo 20°30°20 101°31°32> 1960 Invernadero
Acéambaro 20°06°01°> 100°43°17” 1850 Cielo abierto
Acémbaro 20/°03°01 100°47°05 1850 Invernadero
Cueramaro 20°35°46>> 101°37°11” 1690 Cielo abierto
Irapuato 20°36°30°> 101°16°00”° 1750 Semicalido Invernadero
Ledn 20°54°56°>  101°40°50°° 1760 subhtmedo Invernadero
Moroleén 20°09°04> 101°15°46 1745 Invernadero
Salvatierra 20°15°12>>  100°50°55’ 1780 Invernadero
Santiago Maravatio 20°11°13”  101°00°00’ 1730 Invernadero
Silao 20°50°29  101°24°27> 1750 Cielo abierto
San Felipe 21°43°48>>  100°57°40”’ 1840 Arido semicélido  Invernadero
San Miguel de Allende  20°54°02°> 100°34°56”’ 2090 Semiéarido templado  Invernadero

Con la base de datos de la presencia de TOBRFV se
usé el programa MaxEnt version 3.3.3 (Phillips et
al., 2017) para desarrollar un modelo de idoneidad
ambiental. En los analisis se usaron los sitios
georreferenciados con presencia de TOBRFV. Se
utilizaron 22  variables climaticas como
predictores, segun Juarez et al. (2021) (Cuadro 2),
de las cuales 19 fueron bioclimaticas de resolucion
espacial de 0,5 minutos de arco y fueron obtenidas
de la base de datos ~ WorldClim
(www.worldclim.org). Los datos digitales de
elevacion (DEM, con 90 m de resolucion) se
obtuvieron del portal CGIAR-CSI (http://
srtm.csi.cgiar.org). Las capas en formato vectorial
de uso de suelo y vegetacion se tomaron de la
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad (CONABIO, 1998), mientras que,

el régimen de humedad del suelo se obtuvo de
Maples (1992), ambas en una escala de 1:1000
000.

RESULTADOS

De acuerdo con los resultados del modelo de
distribucién potencial, para la presencia de
ToBRFV, el 88 % de los municipios del estado
Guanajuato presentan zonas de idoneidad para el
desarrollo del virus que estan en un rango de 0,187
a 1,00 (Figura 1). Las zonas que muestran una
idoneidad de 0,75 a 1,00 presentan el clima
semiarido subhumedo del grupo C, temperatura
media anual mayor de 18 °C, temperatura de
noviembre a enero menor de 18 °C, temperatura de
abril a mayo mayor de 30 °C, precipitacion
promedio anual que se encuentra en un rango de
600 a 800 mm, donde la precipitacion del mes méas
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seco es menor de 40 mm; las lluvias de verano
tienen un indice P/T (el cociente entre la
precipitacion total anual y la temperatura media

anual de un lugar) menor de 43,2, el porcentaje de
lluvia invernal es del 5 al 10,2 % del total anual .

Cuadro 2. Variables ambientales y biocliméticas utilizadas para conocer la distribucién potencial
geografica de ToOBRFV en Guanajuato, México

Cadigo Descripcién de variable Unidades*
Biol Temperatura promedio anual °C
Bio2 Oscilacion diurna de la temperatura °C
Bio3 Isotermalidad Adimensional
Bio4 Estacionalidad de la temperatura cv
Bio5 Temperatura méxima promedio del periodo més célido °C
Bio6 Temperatura minima promedio del periodo mas frio °C
Bio7 Oscilacion anual de la temperatura °C
Bio8 Temperatura promedio del cuatrimestre mas lluvioso °C
Bio9 Temperatura promedio del cuatrimestre méas seco °C
Biol0 Temperatura promedio del cuatrimestre méas célido °C
Bioll Temperatura promedio del cuatrimestre mas frio °C
Biol2 Precipitacion anual mm
Biol3 Precipitacion del periodo mas lluvioso mm
Biol4 Precipitacion del periodo mas seco mm
Biol5 Estacionalidad de la precipitacion Ccv
Biol6 Precipitacidn del cuatrimestre mas lluvioso mm
Biol7 Precipitacion del cuatrimestre méas seco mm
Biol8 Precipitacién del cuatrimestre mas calido mm
Biol9 Precipitacion del cuatrimestre mas frio mm
Bio20 Altitud m
Bio21 Régimen de humedad Dias
Bio22 Vegetacion 23 tipos

CV=coeficiente de variacion

De las 22 variables bioclimaticas utilizadas,
como predictores en el modelo, tres fueron
importantes para explicar la idoneidad ambiental
para la presencia de TOBRFV en Guanajuato, estas
fueron: precipitacion del cuatrimestre mas calido
(27,7 %), régimen de humedad (26,4 %) y
temperatura minima promedio del periodo mas frio
(17,0 %) (Cuadro 3).

La probabilidad de presencia de ToBRFV
aumenta (55 %) cuando la precipitacion del
cuatrimestre calido presenta un rango de 100 a 200
mm, y disminuye a cero cuando la precipitacién es
mayor a 400 mm (Figura 2A). Con relacion a la
humedad del suelo, se estima que la probabilidad
de presencia para la proliferacion incrementa (60
%), cuando el régimen de humedad supera los 250
dias, lo cual es caracteristico de un régimen Ustico

(180 a 270 dias de humedad), y la probabilidad
disminuye en 10 % cuando los dias de humedad son
inferiores a 50 dias (Figura 2B). Respecto a la
temperatura minima promedio del periodo mas
frio, la probabilidad de presencia del virus
aumenta (60 %) en un rango de temperatura de 18
a 22 °Cy disminuye un 5 % cuando la temperatura
es inferior a 12 °C, o superior a 22 °C (Figura 2C).

De las 13 muestras de material vegetal de
tomate colectadas en los municipios de San Miguel
de Allende y Acambaro, 12 resultaron positivas a
la presencia de ToBRFV, segin los resultados
emitidos por el Laboratorio de Diagnéstico
Fitosanitario del CESAVEG y corroboradas por el
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
(CNRF).
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Figura 1. Distribucion geografica potencial de TOBRFV en Guanajuato. Las zonas de alta distribucion se
indican en color rojo, con disminucién gradual de la probabilidad hasta un nivel bajo de color verde. Las

areas de color blanco indican zonas no potenciales

Cuadro 3. Contribuciones (%) de las variables bioclimaticas en el modelo de idoneidad ambiental de

ToBRFV en Guanajuato, México

Variable

Contribucién (%)

Precipitacion del cuatrimestre mas calido (Bio 18) 21,7
Régimen de humedad (Bio 21) 26,4
Temperatura minima promedio del periodo mas frio (Bio 6) 17,0
Precipitacion del cuatrimestre mas frio (Bio 19) 12,2
Estacionalidad de la temperatura (Bio 4) 6,6
Estacionalidad de la precipitacion (Bio 15) 3,7
Temperatura promedio del cuatrimestre mas seco (Bio 9) 2,4
Precipitacion del periodo mas lluvioso (Bio 13) 1,5
Altitud (Bio 20) 11
Temperatura promedio del cuatrimestre mas lluvioso (Bio 8) 0,5

DISCUSION

Este es el primer estudio que utiliza el algoritmo
MaxEnt para determinar la idoneidad ambiental de
ToBRFV en el estado de Guanajuato, generando un
mapa con las condiciones ambientales que pueden
propiciar la presencia del virus. El algoritmo
MaxEnt ha sido utilizado con éxito en la prediccion
de presencia de otras enfermedades patégenas
(Ramos et al., 2019). La probabilidad de presencia
de un virus o patégeno, puede proporcionar un
riesgo aproximado de transmisién y actuar como

una herramienta temprana para guiar planes de
control y prevencion (Andreo et al., 2011). Por
ejemplo, bajo el modelo MaxEnt se determiné el
riesgo de propagacion del virus del rizado amarillo
de la hoja del tomate (TYLCV) con lo cual se
propuso disefiar estrategias para prevenir la
introduccion y establecimiento del virus en paises
de América del Sur, en los que aln no se habia
informado la ocurrencia del virus (Ramos et al.,
2019); de igual manera la estimacion de la
probabilidad de presencia del hongo fitopatdgeno
F. oxysporum en cultivo de fresa, proporcion6 una
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base para la toma de decisiones para el control y
prevencién del patégeno, considerando las
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Figura 2. Principales variables bioclimaticas que determinan la probabilidad de presencia de ToBRFV en
Guanajuato, México. A) precipitacion del cuatrimestre mas calido, B) Régimen de humedad, C)

Temperatura minima promedio del afio mas frio

El ToBRFV se ha reportado en Alemania, Italia,
China, Estados Unidos, Egipto y Espafia (Caruso et
al., 2022). En Jordania donde se reporté la primera
incidencia de ToBRFV (Salem et al., 2016), las
condiciones climaticas fueron templado arido, con
temperatura méaxima media de 34,7 °C,
precipitaciones de 110 a 630 mm (Matouq et al.,
2013). Dichas condiciones son similares a las areas
del estado de Guanajuato, donde las variables
climéaticas que delimitan la idoneidad ambiental
para la proliferacion del ToBRFV fueron:
precipitacion del cuatrimestre mas célido, régimen
de humedad, temperatura minima promedio del
periodo frio (noviembre-enero), y precipitacion del
cuatrimestre frio. En este sentido, Ramos et al.
(2019) mencionan que las variables relacionadas
con temperatura y precipitacion son un factor
determinante para la presencia de Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) en cultivo de tomate. Se
infiere que variables como precipitacion,
temperatura y régimen de humedad, tienen un papel

fundamental entre la interaccion de las plantas
hospederas, los vectores, y virus (Trebicki y Finlay,
2019), dado que, pueden tener efectos positivos,
negativos o neutros sobre el desarrollo y la
gravedad de la enfermedad; ademas, estos cambios
de las condiciones climaticas han contribuido a la
aparicion del Virus del mosaico del pepino
(PepMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
y Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV)
(Trebicki, 2020).

La probabilidad de presencia es una
interpretacion de la medida de similitud ambiental,
es decir, el valor de idoneidad ambiental para el
desarrollo favorable de una especie (Mateo et al.,
2011). El modelo MaxEnt sugiere una probabilidad
alta de presencia de ToBRFV (0,750 a 1,00) en
Irapuato (342) con 71.511 ha, Abasolo (326) con
61.408 ha, Valle de Santiago (367) con 57.761 ha,
Salamanca (352) 28.988 ha, Salvatierra (353) con
20.087 ha, Romita (351) con 23.902 ha, y Yuriria
(371) con 24.447 ha, que suman un total de 288.104
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hay equivale al 9,4 % de la superficie estatal (Figura
1).

Las condiciones climaticas para la presencia del
virus cuando los valores de idoneidad son de 0,750
a 1,00 coinciden con areas de cultivo de tomate en
campo abierto, donde la temperatura 6ptima para
el desarrollo del cultivo es de 18 a 27 °C. Para
contrarrestar este hecho, se recomienda que los
productores pueden utilizar practicas culturales
como cultivos intercalados, cambio alternativo del
sistema de cultivo, eliminacion de plantas
hospedantes alternativas o de restos de plantas
después de la cosecha y deshierbe, y en dltima
instancia controlar la quema de malezas que son
una fuente frecuente de indculo para el cultivo,
propiciando la propagacién mecanica a través de
ropa, o implementos agricolas (Luria et al., 2017).

En el estado de Guanajuato la superficie de
siembra de tomate a campo abierto representa la
zona mas susceptible a la presencia de TOBRFV,
sobre todo cuando la temperatura minima promedio
del periodo frio (noviembre-enero) se encuentre
entre los 18 a 22 °C, este efecto de sensibilidad de
las plantas con relacion al incremento de
temperatura, lo reportan Luria et al. (2017), en
plantas de pimiento donde los sintomas como
lesiones necréticas en tallos mostraron una
respuesta hipersensible cuando la temperatura es
superior a 30 °C.

CONCLUSIONES

En el estado de Guanajuato, existen las
condiciones climéticas para propiciar la incidencia
de ToBRFV en el 9,4 % de la superficie estatal. El
mapa de idoneidad ambiental para la presencia del
virus, generado a partir de puntos de presencia
conocida de ToBRFV, puede servir como
herramienta para para guiar planes de control y
prevencién del impacto del virus. Las variables
climéticas que propician la presencia del virus son
la precipitacion del cuatrimestre mas célido (27,7 %),
el régimen de humedad (26,4 %) y la temperatura
minima promedio del afio més frio (17,0 %).
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