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RESUMEN

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es un cultivo industrial de importancia econdmica y una planta modelo
importante, cultivada ampliamente en muchos paises. Su produccion, rendimiento y calidad se han visto gra-
vemente afectados por una serie de factores entre las que destacan las infecciones virales. Hasta el momento
se han reportado mas de 60 virus pertenecientes a 20 géneros que infectan y provocan pérdidas sustanciales
de rendimiento en tabaco. Los genomas de estos fitopatogenos pueden ser de ADN o ARN, distribuyéndose
en varias particulas virales (monopartito, bipartito o tripartito). En su gran mayoria, las infecciones virales en
tabaco son ocasionadas por virus de ARN monocatenarios de sentido positivo (ARN +) como los pertenecien-
tes al género Tobamovirus y Cucumovirus. No obstante, los Begomovirus (virus de ADN) también impactan
econdomicamente el cultivo de tabaco. Esta revision enlista los principales virus de ADN y ARN que infectan
plantas de tabaco, asi como sus vectores mas relevantes. Ademads, se abordan las técnicas de deteccion y diag-
nostico que se han desarrollado continuamente para identificar correctamente las enfermedades virales aso-
ciadas al cultivo de tabaco.
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ABSTRACT

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) is an economically significant industrial crop and an important model plant,
widely grown in many countries. Its production, yield and quality have been severely impacted by a series of
factors, with viral infections being prominent among them. To date, more than 60 viruses from 20 genera have
been reported to infect and cause substantial yield losses in tobacco. The genomes of these phytopathogens
can be either DNA or RNA, distributed in various viral particles (monopartite, bi-partite or tripartite). Pre-
dominantly, viral infections in tobacco are caused by single-stranded positive-sense RNA viruses (+RNA),
such as those belonging to the Tobamovirus and Cucumovirus genera. However, Begomoviruses (DNA vi-
ruses) also economically impact the tobacco crops. This review lists the major DNA and RNA viruses infecting
tobacco plants, along with their most relevant vectors. Additionally, it outlines the continuously developed
detection and diagnostic techniques continuously essential for accurately identifying viral diseases associated
with tobacco cultivation.
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INTRODUCCION

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es una especie endémica de América del Sur perteneciente a la familia
Solanaceae, cultivada en todo el mundo . Desde el punto de vista econdmico, es la especie mas importante
del género Nicotiana, existiendo aproximadamente 152 variedades cultivadas > Esta solanacea es atacada por
un sinnimero de fitopatogenos que afectan principalmente el area foliar, destacandose los virus. Estos agentes
infecciosos son econdmicamente importantes y el manejo de sus enfermedades es crucial para la produccion
agricola +°.

Un gran namero de virus pueden infectar plantas de tabaco ya sea de forma natural o experimental. Estos
agentes infecciosos estan distribuidos mundialmente, reduciendo el rendimiento y calidad del cultivo, repre-
sentando un factor econdmico importante para los tabacaleros . Los sintomas caracteristicos asociados a
virosis en tabaco son muy variados i.e. manchas anulares cloroticas y necroticas, mosaico, enanismo, moteado,
estriado, arrugamiento, deformaciones, entre otros "~!°. Es esencial realizar una identificacion temprana de los
virus en las plantas de tabaco con el fin de minimizar los dafios y pérdidas asociadas.

Entre los virus mas importantes del tabaco se incluyen a Tobamovirus (como Tobacco mosaic virus — TMV)
que es considerado uno de los agentes virales de mayor importancia econdémica, seguido de Cucumovirus
(Cucumber mosaic virus — CMV), Potyvirus (Potato virus Y — PVY; Tobacco vein mottling virus — TVMV y
Tobacco etch virus -TEV), Begomovirus (Tobacco leaf curl virus -TLCV), y Tospovirus (Tomato spotted wilt
orthotospovirus — TSWV), que afectan la produccion y el rendimiento de las hojas de tabaco en muchas plan-
taciones a nivel mundial ''~!°. Dado que los sintomas de las virosis se manifiestan en gran medida en las hojas,
que constituyen el producto principal del cultivo de tabaco, resulta crucial recopilar y sintetizar el conoci-
miento disponible acerca de estas enfermedades virales. En este sentido, se ha llevado a cabo una revision
actualizada de los virus que afectan al cultivo de tabaco, su incidencia y dafios producidos, su relacion con los
vectores mas relevantes, asi como las técnicas actuales para su deteccion e identificacion.

Virus que afectan plantas de tabaco

El tabaco es una de las solanaceas mas susceptibles a las infecciones virales, con mas de 20 géneros de virus
con capacidad de infectarlo de forma natural. Ademas, se ha demostrado experimentalmente que las plantas
de tabaco pueden ser infectadas por més de un centenar de especies virales '®. Se han documentado casos de
infecciones mixtas en las que coexisten dentro del mismo hospedero més de una especie o variantes genética-
mente distintas de la misma especie. Los virus involucrados pueden interactuar entre si, dando lugar a feno-
menos de sinergismo, neutralismo o antagonismo "8,

Los virus pueden presentar genomas de ADN o ARN, los cuales pueden estar contenidos en una sola o distri-
buidos en varias particulas virales (monopartito, bipartito o tripartito) '°. Las infecciones en plantas de tabaco
en su mayoria son ocasionadas por virus de ARN monocatenarios de sentido positivo (ARN +) 2°. No obstante,
hay un grupo importante de virus de ADN como los Begomovirus, que causan un impacto econdémico al cul-
tivo. En la Tabla 1 se presentan algunas de las especies virales que infectan plantas de tabaco, asi como sus
vectores asociados.

Genero viral

" . Genoma Vector/forma de diseminacion Referencia
Especie de virus
Alfamovirus (+)ssRNA
Semillas
AMVY - Alfalfa mosaic virus Afidos 2123

(Aphis gossypii; Myzus persicae)

Alphanecrovirus (+)ssRNA

Hongo 24,25

TNV-A - Tobacco necrosis virus (Olpidium brassicae)
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Betanecrovirus
TNV-D - Tobacco necrosis virus D

Alphanucleorhabdovirus

EMDYV - Eggplant mottled dwarf nucle-
orhabdovirus

Begomovirus

HYVMY - Honeysuckle yellow vein mo-
saic virus

RhGMYV - Rhynchosia golden mosaic vi-
rus

TbCSYV - Tobacco curly shoot virus
TbLCuCUV- Tobacco leaf curl Cuba vi-
rus

TbLCJV- Tobacco leaf curl Japan virus
TbLCYnV- Tobacco leaf curl Yunnan
virus

TbLCZV- Tobacco leaf curl Zimbabwe
virus

TYLCCNV- Tomato yellow leaf curl
China virus

TbASYV -Tobacco apical stunt virus
TbLCIV - Tobacco leaf curl India virus
TbLRV- Tobacco leaf rugose virus
TbYCV- Tobacco yellow crinkle virus
TbMoLCV- Tobacco mottle leaf curl vi-
rus

ChiLCV - Chili leaf curl virus
CLCuMV-Hib- Cotton leaf curl Multan
virus-|Hibiscus]

Carlavirus
PotLV - Potato latent virus

Closterovirus
TV1 - Tobacco virusl *

Crinivirus
ToCV- Tomato chlorosis virus
Cucumovirus

TICV - Tomato infectious chlorosis virus
— en Nicotiana glauca

CMY - Cucumber mosaic virus

PSV- Peanut stunt virus

Ilarvirus
TSV - Tobacco streak virus

(+)ssRNA

(-)ssRNA

ssDNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

Hongo
(O. brassicae)

Saltahojas
(Agallia vorobjevi)

Mosca blanca (principal vector)
(Bemisia tabaci)

Afido
(M. persicae)

Desconocido

Mosca blanca
(B. tabact)

Mosca blanca de los invernade-
ros

(Trialeurodes vaporariorum)
Afido

(M. persicae)

Afido

(M. persicae)

Trips

25

26

27

28-30

31,32

33

34

35,36

37-39

40,41
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Mastrevirus
TbYDYV - Tobacco yellow dwarf virus

Nepovirus

AYRSY - Artichoke yellow ringspot vi-
rus

TBRYV - Tomato black ring virus

ToRSYV - Tomato ringspot virus

TRSV- Tobacco ringspot virus

Orthotospovirus

TSWYV - Tomato spotted wilt ortho-
tospovirus

TZSV - Tomato zonate spot virus

CCSYV - Calla lily chlorotic spot virus

INSV - Impatiens necrotic spot ortho-
tospovirus

TYRYV- Tomato yellow ring virus

TPV1 - Tobacco polerovirus 1 *
TPV2 - Tobacco polerovirus 2 *

ssDNA

(+)ssRNA

(+/-)ssRNA

(Frankliniella schultzei; Megalu-
rothrips usitatus; Microcephalot-
hrips abdominalis; Scirtothrips
dorsalis; Thrips palmi; T. tabaci)
Polen

Semilla

Contacto

Salta hojas
(Orosius orientalis y Thamnotet-
tix argentata)

42,43

Semillas 44,45

Semillas

Nematodos

(Longidorus elongatus y L. atte-
nuatus)

Nematodos

(Longidorus spp.; Xiphinema
spp.) 48
Polen

Propagacion vegetativa

Semillas

Nematodo

(X. americanum)

Afidos

(4. glycines; A. gossypii,; M. per-
sicae)

Saltahojas

(Melanopus sp.)

Escarabajo

(Epitrix hirtipennis)

Trips

(T tabaci)

Acaro

(Tetranychus sp.)

Polen

Semillas

46,47

49-51

Trips 14
(F. fusca; F. occidentalis)
Trips

(F. occidentalis)

Trips 54
(T. palmi)

Trips

(F. intonsa; F. occidentalis)
Trips 57
(F. occidentalis)
Afido

(M. persicae)

52,53

55,56

58,59
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TVDV- Tobacco vein distorting virus
BrYYV - Brassica Yellows Virus

TuYV -Turnip yellows virus

PepMYV - Pepino mosaic virus

PVX - Potato virus X
Potyvirus
ChiVMV - Chilli veinal mottle virus

PVA - Potato virus A

PVMYV - Pepper veinal mottle virus

PVY - Potato virus Y

(+)ssRNA

Afido

(M. persicae)

Afido

(M. persicae)

Afido

(M. persicae)

Contacto

Semillas

Polen

Mosca blanca

(T. vaporariorum)

Hongo

(O. virulentus)

Abejorros

(B. canariensis, Bombus impa-
tiens; B. terrestris)
Chinche

(Macrolophus caliginosus)
Contacto

Afidos:

(A. gossypii)

Contacto

Afidos

(A. frangulae; Aphis nasturtii;
Brachycaudus helichrysi; Ma-
crosiphum euphorbiae; M. per-
sicae; Neomyzus circumflexum,
Rhopalosiphum padi)

Afidos

(4. craccivora; A. fabae; A.
gossypii; A. spiraecola; Hystero-
neura setariae, M. persicae;
Rhodalosiphum spp.)

Afidos

(Acyrthosiphon spp.; Amphorop-
hora agathonica; Anoecia spp.;
Aulacorthum solani; B. rumexi-
colens; Calaphis betulaecolens;
Capitophorus spp.; Cavariella
theobaldi; Cepegillettea betu-
laefoliae; Chaitophorus spp.; Ci-
nara spp.; Cryptomyzus galeop-
sidis; Drepanaphis carolinensis;
Eriosoma americanum; Eucera-
phis spp.; Hayhurstia atriplicis;
Hyperomyzus lactucae; Illinoia
rubicola; Izyphia sp.; Lipaphis
pseudobrassicae, Macrosip-
honiella sp.; Macrosiphum spp.;
Metopolophium spp.; Nasonovia
ribisnigri; Nearctaphis bakeri;

59,60

61-63

64,65

6669

70-72

73

74-76

77-80

81-85
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TEYV -Tobacco etch virus

TVBMYV -Tobacco vein banding mosaic
virus

TVMY - Tobacco vein mottling virus
TMosqV — Tobacco mosqueado virus

Solendovirus
TVCYV - Tobacco vein clearing virus
Tobamovirus

TMGMYV - Tobacco mild green mosaic
virus

TMYV - Tobacco mosaic virus

NgTLV - Nigerian tobacco latent virus
Tobravirus

TRY -Tobacco rattle virus

Tymovirus

EMV - Eggplant mosaic virus

ToBMYV -Tomato blistering mosaic virus
Umbravirus

TBTYV - Tobacco bushy top virus

TMoV - Tobacco mottle virus

Nanovirus

MDYV -Milk vetch dwarf virus

* Nombre cientifico tentativo

dsDNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

(+)ssRNA

(+)ssDNA

Pemphigus sp.; Periphyllus ne-
gundinis; Phyllaphis fagi; Ptero-
comma sp.; Rhopalosiphoninus
spp.; Schizolachnus sp.; Sipha
elegans; Tetraneura sp.; The-
rioaphis trifolii; entre otros)
Afidos

(A. glycines; M. persicae)
Afidos

(A. gossypii; M. persicae)
Afidos

(A. glycines; M. persicae)
Afidos (especies no especifica-
das)

Semillas

Contacto

Semillas
Contacto
No reportado

Principalmente por nematodos
(Paratrichodorus spp.; Paratri-
chodorus allius; T. spp.; Tricho-

dorus primitivus)

Malezas

Escarabajos

(Diabrotica speciosa; Epitrix
spp.)

No reportado

Mecanica

El afido M. persicae puede trans-
mitir TBTV solo a partir de plan-
tas coinfectadas por TVDV, ac-
tuando como virus auxiliar y en-
capsidando el ARN genomico de
TBTV

Los afidos Aulacorthum solani'y
M. persicae transmiten TMoV a
partir de plantas coinfectadas con
TVDV

Afido
(A. craccivora)

Tabla 1. Virus y sus vectores identificados y reportados en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

51,8688

89-91

51,92,93

94

95

96

97-99

100

101-104

105

106

58-60

107

108,109
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Principales sintomas asociados a virus en tabaco

Las infecciones por virus pueden causar diversos sintomas en las plantas de tabaco, como atrofia, patrones de
mosaico, amarillamiento, hojas enrolladas, manchas anulares, necrosis, marchitamiento y otras anomalias du-
rante su desarrollo ''°. TMV es uno de los virus mas comunes e importantes en N. tabacum, presentando
diferentes sintomas i.e. clorosis, oscurecimiento de nervaduras en hojas, moteado, manchas, mosaicos y re-
traso en el crecimiento !''"!% Por otro lado, plantas de tabaco infectadas con el Begomovirus CMV general-
mente muestran clorosis, mosaicos, necrosis, enanismo, retraso en el crecimiento y malformacion foliar. La
expresion cualitativa de estos sintomas en plantas de tabaco depende de la cepa de CMV 5117 Algo parecido
sucede con los sintomas presentados por TEV, asociados principalmente a clorosis, deformacion y reduccion
del crecimiento %,

Otros virus como el Potyvirus PVY induce sintomas en plantas de tabaco que también dependen del tipo de
cepa viral, como necrosis en las venas de hojas, clorosis, ocasionalmente también una distorsion foliar y ne-
crosis en tallos asociados a PVYN, y moteado y mosaico causados por PVYO 121, PVA  es otro Potyvirus
que afecta tabaco y causa moteado difuso muy leve y aclaramiento de venas en hojas 7*. Finalmente, Alfamo-
virus como AMYV induce en plantas de tabaco puntos cloréticos y manchas en hojas, pudiendo estos tejidos
presentar venas palidas, anillos blanquecinos y patrones de lineas de tejido necrotico, y deformacion, e incluso
a veces mostrar un patrén de mosaico brillante 122,

Las infecciones mixtas de dos o més virus no relacionados es un fendémeno frecuente en la naturaleza. Esta
sinergia a menudo se manifiesta por un aumento notable tanto en la expresion de sintomas como en la acumu-
lacion de virus, en comparacion con una sola infeccion. Una de estas interacciones es la de PVY con el Po-
texvirus PVX en tabaco, la cual puede producir desde amarillamiento en hojas hasta una necrosis severa 123124,
Otro ejemplo, es la coinfeccion viral entre TMV y CMV; la aparicion de sintomas es mas temprana y grave
que la monoinfeccion en plantas de tabaco '?°. En la Figura 1 se pueden observar algunos de los sintomas
virales encontrados en plantas comerciales de tabaco.

Figura 1. Plantas de tabaco con sintomas virales aparentes: (A) Mosaico y malformaciones en hojas jévenes, (B) aclaramiento

de nervaduras en hojas y reduccion foliar, y (C) patréon de mosaico y reduccion de crecimiento en hojas jovenes.
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Transmision de virus en plantas de tabaco

El tabaco al igual que la mayoria de las plantas, adquieren virus a través de vectores que transmiten las parti-
culas virales desde una planta huésped infectada. Generalmente, estos vectores son artropodos, insectos per-
foradores-chupadores fitofagos (pulgones, salta hojas, moscas blancas, trips, etc.), pero también escarabajos,
acaros, nematodos, plantas parasitas, malezas, hongos y protistas. Sin embargo, la transmision viral en tabaco
también puede ocurrir por contacto mecéanico, semilla botanica (sexual) y polen *»126-13! Los vectores pueden
transmitir virus de manera persistente, semipersitente y no persistente. Esta clasificacion esta dada por la lo-
calizacion del virus en el vector, tiempo requerido por el vector para la adquisicion del virus, retencion y
transmision del virus, y asociacion del virus con varios 6rganos internos del vector °>13!. Ademas, se han
identificado proteinas codificadas por diferentes virus de plantas para interactuar especificamente con sus
respectivos vectores (generalmente insectos) para facilitar la transmision de virus 32,

En el modo no persistente, los insectos vectores retienen los virus en sus estiletes. En el modo semipersistente,
los virus se transportan a los intestinos anteriores o a las glandulas salivales del vector, pero no pueden propa-
garse de los intestinos a las glandulas salivales o ingresar a la hemolinfa. En el modo persistente, los virus se
retienen en los intestinos del vector y pueden propagarse a las glandulas salivales. En los modos no persistente
y semipersistente, los virus se retienen por un corto tiempo. Contrariamente, en el modo persistente los virus
son retenidos por un tiempo relativamente largo y se los pueden encontrar en la hemolinfa de los vectores 2%,
Los insectos, especialmente 4fidos y moscas blancas son los principales vectores de virus que infectan plantas
de tabaco, representando mas del 50% de todos los transmisores de fitovirus !**. Estos vectores utilizan diver-
sos mecanismos de transmision, por ejemplo, los Begomovirus son transmitidos de manera persistente por
moscas blancas, mientras que los Closterovirus son transmitidos por afidos de forma semipersistente. Aunque
otros virus como los Potyvirus cuentan con numerosas especies transmitidas de forma no persistente por pul-
gones, estos también pueden ser trasmitidos por semillas e inoculacion mecanica. Por otra parte, los Tobamo-
virus no se transmiten a través de vectores, pero pueden propagarse mediante el contacto entre plantas y, en

ocasiones, a través de semillas >1?7.

Género viral Principal vector Modo de transmision Referencia
Alfamovirus Afidos No persistente 127
Alphanecrovirus Hongo (Olpidium brassicae)  Persintente 131
Betanecrovirus Hongo (O. brassicae) Persintente B3
Alphanucleorhabdovirus Saltahojas Persistente 134
Begomovirus Moscas blancas Persistente-No propagativo '/
Carlavirus Afidos No persistente 135
Closterovirus Afidos y cochinillas Semipersistente 133
Crinivirus Moscas blancas Semi-persistentes 136
Cucumovirus Afidos No persistente 133
Ilarvirus Trips Persistente 137
Mastrevirus Saltahojas Persistente-No propagativo
Nepovirus Nematodos No persistente 138
Orthotospovirus Trips Persintente-Propagativo 139
Potyvirus Afidos No persistente 2
Tobravirus Nematodos Semipersistente 102
Tymovirus Escarabajos Semipersistentes 3
Umbravirus Afidos No persistente 3
Nanovirus Afidos Persistente 135

Tabla 2. Géneros virales que infectan plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) y son transmitidos por vectores y de otras

maneras
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Incidencia viral en plantas de tabaco

Se han realizado varios estudios sobre la incidencia y distribucion de virus en plantaciones de tabaco como
primer paso hacia la busqueda de estrategias de manejo. En Turquia, mediante el método serologico DAS-
ELISA (double-antibody sandwich enzyme-linked immunoabsorbent assay) es encontr6 una tasa de infeccion
del 61,5% para TSWV %% en hojas de tabaco. En el mismo pais, se han reportado incidencias de 8,8, 5,5 y
0,2% correspondientes a CMV, TMV e infecciones mixtas TMV + CMV, respectivamente *!. En Asia, espe-
cificamente en China, usando técnicas moleculares encontraron una incidencia entre 0,5 y 3% para ChiVMV
en muestras provenientes de un cultivo comercial de tabaco '*2.

Es importante destacar la importancia que tiene el uso de métodos de deteccion o identificacion de virus en
plantas de tabaco. Por ejemplo, en Irdn se encontrd una incidencia de 79% atribuida inicialmente a la infeccion
con TSV con base en la sintomatologia observada en diferentes cultivares. Sin embargo, los analisis molecu-
lares subsiguientes revelaron que practicamente ninguna de las muestras albergaba una tnica infeccion de
TSV. Maés bien, se constatd que estaban afectadas por coinfecciones de uno o varios virus, entre ellos TSWV,
CMV, PVY y TMV 193 En Serbia, de un total de 26 muestras foliares de tabaco comercial y analizadas me-
diante técnicas serologicas y moleculares, se encontrd que 25 fueron positivas para TSWV #4, La incidencia
de las infecciones virales depende de diferentes factores como del cultivar usado, la edad de las plantas, prac-
ticas de manejo, entre otros componentes. Al respecto, en varias areas geograficas de Grecia se estudiaron tres
cultivares de tabaco, encontrandose una incidencia viral entre 0,4 y 80 % en plantulas establecidas en semille-
ros de hasta el 100 % en plantas en condiciones de campo '*°.

Aunque el uso de técnicas seroldgicas o moleculares son importantes en la identificacion de virus en plantas
de tabaco, la cuantificacion de virosis en condiciones de campo también es muy importante. En El Empalme,
Ecuador, evaluando la presencia de virosis en plantas comerciales de tabaco cultivares Connecticut y Sumatra
durante los afios 2021 y 2022, se encontraron sintomas aparentes i.e. mosaicos, enanismo, reduccion y distor-
sion de la lamina foliar, necrosis, clorosis, y aclaramiento de nervaduras (Figura 2). Durante las dos campanas
en esta localidad, los sintomas virales se observaron a partir de los 15 dias después del trasplante (ddt). La
mayor incidencia (4% en promedio) en ambos cultivares de tabaco y campafias fueron a los 28 ddt. A los 42
ddt, la incidencia de virosis comienza a disminuir coincidiendo con la floracién en ambos cultivares. Cabe
destacar que las plantas determinadas como infectadas se eliminaron de la parcela. Resultados como estos
pueden considerarse una amenaza importante para cualquier pais, teniendo en cuenta que las parcelas usadas
en ese estudio fueron manejadas comercialmente, es decir, se aplicaron insecticidas, se desinfectaron herra-
mientas y se eliminaron plantas con sintomas virales aparentes.

A s B s
—&— Connecticut 2021 —&— Connecticut 2022
=-0 - Sumatra 2021 --0 - Sumatra 2022
& )
8
<4 l <4
= ]
= =
2 2
o 2 R
= =
0 1 1 1 1 0
15 21 28 35 42 15 21 28 35 42
Dias después del trasplante Dias después del trasplante

Figura 2. Incidencia de virosis en plantas comerciales de tabaco cultivares Connecticut y Sumatra durante los afios 2021 (A)

y 2022 (B). Las barras en cada tiempo de evaluacién representan la desviacion estandar. El Empalme, Guayas, Ecuador.
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Identificacion y caracterizacion de virus fitopatogenos

Contrariamente a la mayoria de fitopatogenos, los virus son parasitos obligados, dificultando su identificacion
y caracterizacion. No obstante, a través del tiempo se han desarrollado diferentes técnicas basadas en el feno-
tipo de los virus, incluyendo, pruebas de transmision, técnicas bioquimicas, microscopia electronica, y técnicas
relacionadas con las proteinas de la capside viral como ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas),
microscopia inmunoelectronica, inmunotransferencia e inmunosensores de microbalanza de cristal de cuarzo.
También se han desarrollado métodos basados en el analisis de 4cidos nucleicos como ensayos de hibridacion,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes (RT-PCR- Real Time, entre otras) 6.

Las técnicas seroldgicas de ELISA y moleculares como hibridacién molecular y amplificacion de ADN son
rapidas y especificas para la deteccion de fitovirus. ELISA se basa en la union especifica de proteinas virales
con anticuerpos, mientras que la de hibridacion molecular en la union de acidos nucleicos virales con sondas
de ADN o ARN de secuencia especifica. Estos sucesos de unidn se visualizan mediante marcadores basados
en colorantes fluorescentes, enzimas que producen reacciones colorimétricas o quimioluminiscentes 7. El
uso de cualquiera de estas técnicas es importante en la identificacion de fitovirus. Por ejemplo, entre 1997 y
2000, en las principales regiones productoras de tabaco de Grecia, el empleo de la técnica ELISA permitiendo
detectar algunos virus como AMV, CMV, EMDV, PVY, TMV y TSWV 143,

Los métodos de deteccion basados en la amplificacion de acidos nucleicos mas utilizados para la deteccion de
patdgenos son la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y las amplificaciones isotérmicas. La PCR es una
reaccion in vitro mediada por cebadores moleculares para amplificar secuencias de acidos nucleicos diana,
basandose en la especificidad de la hibridacion y replicacion del ADN o ADN complementario (ADNCc) en el
caso de los virus de ARN 814 Una PCR estandar es un procedimiento de tres pasos: (1) desnaturalizacion a
alta temperatura (90-95 °C), (2) hibridacion de cebadores especificos del objetivo (45-60 °C), y (3) extension
del cebador mediante una ADN polimerasa termoestable a 72 °C, obteniendo asi millones de copias de 4acidos
nucleicos objetivo '*°.

Se han desarrollado diferentes variantes de PCR para mejorar la sensibilidad y especificidad para la deteccion
de fitovirus, reportdndose entre estos a la PCR anidada (nPCR), PCR de inmunocaptura (IC-PCR), PCR mul-
tiplex (M-PCR), PCR en tiempo real, y huella digital de ADN. También, estan la PCR acoplada con la trans-
cripcion inversa de ARN (RT-PCR), RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR), RT-PCR con inmunocaptura (IC-
RT-PCR), y AmpliDet RNA. Todos estos métodos permiten una deteccion y cuantificacion rapida y precisa
de virus en plantas >3 Estudios realizados para la deteccion de cinco especies de Tobamovirus serologi-
camente relacionados en N. tabacum y N. benthamiana demuestran que tanto la RT-PCR-RFLP (usando ce-
badores con alta homologia) como la RT-PCR (usando cebadores especificos de especie) son adecuados para
detectar infecciones mixtas y utiles para su diagndstico '**. De la misma manera, el uso de la RT-PCR en
multiplex, ha permitido la deteccion simultanea de TBTV, TVDV, satellite RNA TBTV -Sat-TBTV en plantas
de tabaco '*°.

En los ultimos afios se vienen utilizando otras técnicas como la amplificacion isotérmica, que se puede lograr
mediante dos enfoques: 1) amplificacion dependiente de helicasa (HAD): utiliza una HAD para separar las
hebras de dsDNA que permite la union del cebador y la extension mediante la ADN polimerasa a una tempe-
ratura constante aproximada de 65 °C 3¢, 2) amplificacion mediante polimerasa y recombinasa (RPA): utiliza
una recombinasa, proteinas de union a ADN monocatenario y ADN polimerasa de desplazamiento de cadena
a una temperatura entre 37 y 42 °C %7, Otro método isotérmico es la amplificacion basada en secuencias de
acidos nucleicos (NASBA). Esta herramienta consta de una transcriptasa inversa para producir ADN a partir
de las plantillas de ARN, la ARN polimerasa T7, la ARNasa H y dos cebadores de oligonucleétidos °!.
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También pertenece a las técnicas isotérmicas, la amplificacion de circulo rodante (RCA) que requiere un pe-
quefio ADN circular monocatenario como plantilla para generar moléculas largas de ADN o ARN monocate-
narias con multiples unidades repetitivas que corresponden a la plantilla de ADN circular a 37 °C '*®, Esta
técnica se ha empleado en China para la deteccion del Nanovirus MVDV en plantas de tabaco .

Uno de los métodos isotérmicos mas empleados es la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP),
que se basa en el autociclado y la alta actividad de desplazamiento de la cadena de ADN mediada por la
polimerasa Bst de Geobacillus stearothermophilus, en condiciones isotérmicas de 60 a 65 °C. Esta técnica
proporciona una alta especificidad debido al uso de cuatro a seis cebadores que reconocen entre seis y ocho
regiones independientes, todas ellas dirigidas a una region diana especifica '*°. Se han implementado algunas
variantes de LAMP, incluida la amplificacion isotérmica mediada por bucle de transcripcion inversa (RT-
LAMP), que utiliza transcriptasa inversa combinada con ADN polimerasa para detectar secuencias de ARN
160.161 T 4 técnica RT-LAMP ha demostrado ser extremadamente util en el diagndstico de muchos virus de
ARN.

Recientemente, se han implementado nuevos métodos para el diagnostico molecular de fitovirus. Uno de ellos
es el basado en el sistema de inmunidad procariético de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regular-
mente interespaciadas (CRISPR)/genes asociados a CRISPR (Cas), que es un sistema inmunitario adaptativo
que ha sido reprogramado en una tecnologia de seleccion de genes precisa, simple y eficiente 2. Esta novel
tecnologia ha revolucionado diversas areas de las ciencias de la vida, la medicina y la biotecnologia, donde se
incluyen a la fitopatologia. Aunque esta técnica molecular esta siendo usada intensamente en el fitomejora-
miento y desarrollo de germoplasma con rasgos beneficiosos mediante el uso de vectores virales para intro-
ducir los reactivos CRISPR/Cas en las células vegetales, también se la ha empleado en el diagndstico mole-
cular de fitovirus!®. Por ejemplo, utilizando el sistema CRISPR-Cas12a sensible y especifico se han podido
detectar en N. benthamiana los Geminivirus TYLCV y ToOLCNDV ¢4,

La metagenomica es otra de las técnicas empleadas en la identificacion de fitovirus, mediante el uso de la
secuenciacion de alto rendimiento. En este método, se extrae el acido nucleico total de una muestra infectada,
que incluye tanto al huésped como los patogenos virales, y luego se realiza la secuenciacion de las secuencias
utilizando herramientas bioinformaticas para identificar los virus presentes '%°. Una de la ventajas que presenta
la técnica, es que esta secuenciacion de alto rendimiento permite la identificacion y caracterizacion del genoma
completo de un virus sin necesidad de un conocimiento previo sobre su presencia en la muestra '%®. Este
método utiliza plataformas que realizan secuenciacion masiva y paralela, lo que significa que millones de
fragmentos de acidos nucleicos de una sola muestra se secuencian simultineamente.

La aplicacion de HTS en virologia vegetal abarca la secuenciacion, descubrimiento y deteccion de virus/vi-
roides, asi como estudios de ecologia, epidemiologia, replicacion y transcripcion viral. Es considerada una
técnica sensible, precisa y rapida 6718, No obstante, los datos generados por la HTS se convierten en grandes
conjuntos de datos sin procesar, conocidos como "big data", que requieren un analisis adicional para extraer
informacion relevante. En el andlisis de secuencias, se utilizan pipelines (flujos de trabajo) de software espe-
cificos para cada etapa, siendo importante analizar la calidad de las lecturas obtenidas.

Cuando se trabaja con HTS, es importante realizar una limpieza bioinformatica para eliminar lecturas y frag-
mentos de baja calidad. Una vez que se tienen las lecturas limpias, se lleva a cabo el ensamblaje. Este proceso
implica encontrar superposiciones entre las lecturas para reconstruir secuencias de consenso o contigos (con-
tigs) mas largos. En la etapa final del analisis, se comparan los contigs obtenidos con bases de datos de se-
cuencias virales existentes. Esto permite realizar la asignacion taxondmica, es decir, identificar a qué virus
pertenecen las secuencias. Se utilizan herramientas bioinformaticas (Tabla 3) especializadas que buscan
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similitudes y coincidencias entre los contigs y las secuencias virales conocidas en las bases de datos, entre

otras. 106167,

Herramientas de procesamiento de lectura

Control de calidad FastQC
PRINSEQ
multiQC

Poretools
nanoOK

Preprocesamiento
de lecturas sin
procesar

Cutadapt
Trimmomatic
BBduk

Nanocorrect,
PoreSeq

Nanocorr

Comprueba la calidad de la se-
cuenciacion de lectura

Controles de calidad para lec-
turas largas de nanoporos

Recorte de calidad, elimina-
cion de artefactos en lecturas
corta

Correccion de errores no hi-
bridos para lecturas largas de
nanoporos
Correccion de errores hibridos
para lecturas largas de
nanoporos

Herramientas de ensamblaje del genoma

Genomas anicos VICUNA

IVA
SPAdes

Canu
Miniasm

Unicycler

MEGAHIT
metaSPAdes
Ray-meta
IBDA-UD

Metagenomas

crAss

Produce el ensamblaje del ge-
noma de consenso poblacional
Ensamblador disefiado para
virus de ARN

Ensamblador genérico del ge-
noma

Ensambladores no hibridos
para lecturas largas de
nanoporos

Pipeline de ensamblaje hi-
brido para lecturas largas de
nanoporos con el uso de lectu-
ras cortas

Ensambladores optimizados
para datos metagendémicos

Andlisis de ensamblaje cru-
zado de multiples metageno-
mas

https://www.bioinformatics.ba-
braham.ac.uk/projects/fastqc/
https://prinseq.sourceforge.net/
https://multigc.info/
https://github.com/arq5x/poretools
https://nanook.readthedocs.io/en/la-
test/

https://cutadapt.readthe-
docs.io/en/stable/
http://www.usade-
llab.org/cms/?page=trimmomatic

https://github.com/jts/nanocorrect
https://github.com/tszalay/poreseq

https://github.com/jgurtowski/nano-
corr

https://www.broadinstitute.org/vi-

ral-genomics/vicuna
https://sanger-patho-
gens.github.io/iva/
https://github.com/ablab/spades

https://github.com/marbl/canu
https://github.com/lh3/miniasm

https://github.com/rrwick/Unicycler

https://github.com/voutcn/megahit
https://github.com/ablab/spades
https://github.com/sebhtml/ray
https://github.com/lon-
eknightpy/idba
https://crass.sourceforge.net/
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BWA
Bowtie

BBmap

Lectura de mapas

STAR

GraphMap
LAST

Prediccion genética
ORF Finder

Prodigal

VIGOR

Busquedas de similitud
BLAST

HHpred

HMMER

Alineacion de secuencias multiples

MAFFT
ClustalW

MUSCLE

Anotacion taxonomica de secuencia

Alinear secuencias de lectura
cortas con una referencia

Alineador con reconocimiento
de empalme para datos de
RNA-seq

Alinear secuencias de lectura
largas con una referencia

Busca marcos de lectura
abiertos en la secuencia pro-
porcionada

Una herramienta de software
de prediccion de genes codifi-
cadores de proteinas
Programa de anotacion para

genomas virales pequenos

Un conjunto de herramientas
para encontrar regiones de si-
militud entre el ADN vy las se-
cuencias de proteinas
Deteccion de homologia de
proteinas sensibles, funcion y
prediccion de estructura
Busqueda basada en homolo-

gia

Alineacion de secuencias mul-
tiples para secuencias de ADN
y proteinas

Alineacion de secuencias mul-
tiples para secuencias de pro-
teinas

https://bio-bwa.sourceforge.net/
https://bowtie-bio.source-
forge.net/manual.shtml
https://github.com/Biolnfo-
Tools/BBMap/blob/master/bbmap-
help-Biostar.md
https://github.com/alexdobin/STAR

https://github.com/isovic/graphmap
https://github.com/mcfrith/last-
rna/blob/master/last-long-reads.md

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orf-
finder/

https://github.com/hvyattpd/Prodigal

https://www.jcvi.org/research/vigor

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi

https://toolkit.tuebin-
gen.mpg.de/tools/hhpred

http://hmmer.org/

https://mafft.cbrc.jp/alignment/soft-
ware/
https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/m

uscle/
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CAT/BAT
Kraken
Centrifuge
Kaiju

Filogenias
RaxML,
PhyML

BEAST

Taxonomia y clasificacion
GRAViTy

vConTACT

VICTOR

Estructuras secundarias de ARN

Mfold
UNAFold

ViennaRNA
package

LocARNA

Transcriptomica

DESeq2
Sleuth

Bases de datos
ViralZone

Asignar etiquetas taxonomi-
cas a lecturas o contigs ensam-
blados

Inferencia de grandes arboles
filogenéticos

Un paquete de software para
el analisis filogenético con én-
fasis en arboles a escala tem-
poral

Clasificacion de los virus eu-
cariotas

Clasificacion de los virus de
ADN bicatenario de bacterias
y arqueas

Filogenia basada en el ge-
noma y clasificacion de virus
procariotas

Prediccion de la estructura se-
cundaria del ARN

Conjunto de herramientas
para realizar la prediccion y
comparacion de estructuras de
ARN

Alineacion de secuencias mul-
tiples guiada por estructura de
secuencias de ARN

Analisis estadistico de datos
RNA-seq

Vincular el conocimiento es-
pecifico para cada familia de
virus con las proteinas virales
y las secuencias gendmicas

https://github.com/dutilh/CAT
https://ccb.jhu.edu/software/kra-
ken/MANUAL.html
https://ccb.jhu.edu/software/centri-

fuge/manual.shtml
https://kaiju.binf.ku.dk/

https://github.com/stamatak/stand-
ard-RAXxML
https://github.com/stephanegu-

indon/phyml
https://beast.community/

http://gravity.cvr.ela.ac.uk

https://bitbucket.ore/MAVERI-
CLab/vcontact2/src/master/

https://ggdc.dsmz.de/victor.php

https://bio.tools/mfold
http://www.unafold.org/

https://gi-
thub.com/ViennaRNA/ViennaRNA

https://github.com/s-will/Lo-
cARNA

https://github.com/mikelove/DESeq
2
https://github.com/pachterlab/sleuth

https://viralzone.expasy.org/
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Virus Varia- Un portal comunitario para https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ge-
tion Resource datos de secuencias virales nome/viruses/variation/

Virus Patho- Un repositorio integrado de https://legacy.vi-

gen Database datos y herramientas de anali- prbrc.org/bre/home.spg?decora-
and Analysis sis para multiples familias de tor=vipr

Resource virus

(ViPR)

Tabla 3. Lista de herramientas y recursos de software seleccionados para tareas de bioinformatica de virus

CONCLUSIONES

El tabaco (V. tabacum) es una de las especies vegetales con mayor susceptibilidad a patogenos, encontrandose
mas de 60 reportes de al menos 20 géneros virales. Dentro de este grupo existen virus de importancia econo-
mica por los dafios que causan al hospedante, entre los que destacan TMV (Tobamovirus), CMV (Cucumovi-
rus), PVY, TVMV y TEV (todos tres Potyvirus), TLCV (Begomovirus), y TSWV (Tospovirus). La mayoria
de los virus que afectan plantas de tabaco principalmente son transmitidos por insectos, pero también por
hongos, nematodos, semillas, polen y de forma mecanica. La incidencia de estos patogenos virales parece
depender de diferentes factores como del genotipo usado, la edad de las plantas, practicas de manejo, entre
otros componentes, alcanzando valores entre 0,8 y 100%. Los fitovirus son identificados o caracterizados a
través de pruebas de transmision, técnicas bioquimicas y de microscopia electronica, asi como las relacionadas
a las proteinas de la capside viral como las técnicas de ELISA, microscopia inmunoelectronica, inmunotrans-
ferencia, e inmunosensores de microbalanza de cristal de cuarzo. También, se los puede identificar usando
diferentes variantes de PCR (nPCR, IC-PCR, M-PCR, PCRrt, RT-PCR, IC-RT-PCR y AmpliDet RNA), am-
plificacién isotérmica (HAD, RPA, NASBA, RCA, LAMP y RT-LAMP), sistema de inmunidad procariotico
de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas (CRISPR), y secuenciacion de
nueva generacion.
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