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Resumen

Los fitoplasmas son bacterias de la clase Mollicutes sin pared celular, que se caracterizan
por tener un genoma reducido (600-900 Kb) comparado con el de otras bacterias
fitopatdogenas. Tienen un genoma plastico que les permite multiplicarse exitdsamente en
dos tipos de hospederos bioloégicamente distantes, como insectos vectores y plantas.
Actualmente se han secuenciado seis genomas completos de fitoplasmas y hay 15 mas en
proceso de anotacion, lo que ha permitido el estudio de los mecanismos de interaccion de
los fitoplasmas con sus hospederos insectos y plantas. Estas interacciones estan
gobernadas por proteinas inmunodominantes de membrana de los fitoplasmas como Imp,
Amp y Vmp1, que estan implicadas en el reconocimiento de moléculas como las cadenas
de actina, miosina y la ATP sintasa del intestino y glandulas salivales de los insectos
vectores, y con las cadenas de actina de las células de las plantas. También se ha
demostrado que los fitoplasmas afectan la idoneidad bioldgica de los insectos vectores,
aumentando o disminuyendo su longevidad y tiempos de oviposicion. Por otra parte, las
proteinas efectoras como SAP11, SAP54 y TENGU codificadas por los genomas de los
fitoplasmas, se encuentran codificadas principalmente en unidades repetitivas del genoma
denominadas Unidades Potencialmente Moviles (PMUs), interfieren en las rutas de sintesis
de acido jasmonico y auxinas, lo que afecta la fisiologia y arquitectura de las plantas,
causando sintomas asociados a fitoplasmas como virescencia y proliferacion de brotes
vegetativos, entre otros.
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Abstract

Phytoplasmas are bacteria of the class Mollicutes without cell walls, that have reduced
genomes (600-900 Kb) compared with other phytopatogenic bacteria. They have plastic
genomes that allows them to reproduce succesfully in two types of biologically distant hosts,
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such as insect vectors and plants. Presently, the genomes of six complete genomes have
been sequenced and there are 15 in the process of anotation, which has allowed the the
study of the interation mechanisms of phytoplasmas with their plant and insect hosts. These
interactions are governed by inmunodominant phytoplasma membrane proteins such as
Imp, Amp y Vmp1, which are implied in the recogntion of molecules such as actin, miosin
and ATP synthase chains from the gut and salivary glands of insect vectors, and with the
actin chains of the plant cells. It has been demonstrated that phytoplasmas affect the biologic
fitness of the insect vectors, increasing or decreasing their lifespan and oviposition times.
Effector proteins such as SAP11, SAP54 and TENGU coded by phytoplasma genomes, are
coded mainly in genome repetitive units called Potentially Mobile Units (PMUs), that
interfiere the synthesis pathways of jasmonic acid and auxins, affecting plant physiology and
architecture, causing symptoms associated to phytoplamas such as virescence and shoot
proliferation, among others.

Keywords: effectors, molecular interactions

Introduccion pero Contaldo et al.,, (2012) realizé la

primera aproximacion para su cultivo a partir
de plantas de Catharanthus roseus
infectadas, en medio PivL (“medio liquido in
vitro con rojo fenol para fitoplasmas”), pero
dado que la composicién de este medio esta
protejida por una patente comercial, no ha
sido usado ampliamente. Posteriormente,
Contaldo et al, (2016), prepararon
diferentes medios de cultivo enriquecidos
con el fin de aislar fitoplasmas a partir de
plantas de vid infectadas con fitoplasmas
“flavescence dorée”, “bois noir” y “aster
yellows”. Aunque p se evidencid el
crecimiento de colonias de fitoplasmas,
estas técnicas no parecen haber sido
implementadas por otros grupos de
investigacion y el cultivo de fitoplasmas no
Al ser parasitos obligados del floema, los  es una técnica rutinaria para su estudio.
fitoplasmas se consideraban no cultivables,

Los fitoplasmas son bacterias
fitopatdgenas, sin pared celular, de la clase
Mollicutes, que colonizan el floema de
plantas y tejidos de algunos insectos
hemipteros, y que se caracterizan por ser
parasitos intracelulares obligados (Lee et
al., 2000; Bertaccini & Duduk, 2009). Los
fitoplasmas tienen una particularidad
biolégica importante, pues para su
supervivencia deben multiplicarse
intracelularmente dentro de sus hospederos
vegetales e insectos vectores (Rashid et al.,
2018). Ademas, los fitoplasmas son
sensibles al antibioético de amplio espectro
tetraciclina (Ishiie et al., 1967; Asuyama &
Take, 1973).
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La mayoria de fitoplasmas tienen un amplio
rango de hospederos vegetales, el cual
depende en parte del rango de alimentacion
de los insectos vectores, y de la
susceptibilidad de las plantas hospederas a
los fitoplasmas (Hogenhout et al., 2008).
Los fitoplasmas se asocian a enfermedades
en mas de 400 especies de plantas a nivel
mundial, incluyendo frutales, productos
horticolas, ornamentales, arboreas y de
cultivos de interés comercial (Bertaccini,
2007; Rashid et al., 2018). Frecuentemente,
aislados del mismo fitoplasma se
encuentran infectando especies vegetales
distintas, pertenecientes a familias
botanicas diferentes, que comparten el
mismo habitat y seguramente son
hospederos de insectos vectores capaces
de transmitir los fitoplasmas a muchas
plantas distintas, como se ha evidenciado
en el arbolado urbano de de Bogota,
Colombia (Perilla-Henao et al., 2012;
Perilla-Henao & Franco-Lara, 2013; Franco-
Lara & Perilla-Henao, 2014).

El objetivo de esta revision es analizar la
informacion disponible sobre las
caracteristicas gendmicas de los
fitoplasmas y cémo algunos factores
proteicos conocidos permiten la interaccion
con sus insectos vectores y plantas
hospederas, en las cuales causan
diferentes  alteraciones fisiologicas vy
morfolégicas. Estos factores proteicos
‘manipulan” el comportamiento de los
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hospederos vegetales y de los insectos
vectores, promoviendo condiciones que
benefician a estos exitosos patdogenos
vegetales.

Generalidades de los fitoplasmas

Hasta finales de 1960 se creia que las
enfermedades en plantas de tipo
“amarillamiento”, eran causadas por virus
debido a su forma de propagacion,
sintomatologia y su transmision por
insectos. La primera demostracidon que
algunas de estas enfermedades estaban
asociadas a procariotas sin pared celular,
restringidas exclusivamente al floema de las
plantas afectadas, y no a virus, fue
presentada por Doi et al. (1967). El término
Mycoplasma-Like  Organisms  (MLOSs),
actualmente reemplazado por el de
fitoplasmas, se empleé para describir a
estos organismos por su  similitud
morfolégica y ultra-estructural con los
micoplasmas que infectan los animales (Doi
et al., 1967). Los fitoplasmas se clasifican
dentro del dominio Bacteria, componen un
grupo monofilético perteneciente a la clase
Mollicutes y al orden Acholeplasmatales
(Gundersen et al., 1994). Dentro de esta
clase se incluyen los Mycoplasmas,
Acholeplasmas y Spiroplasmas, los cuales
estan estrechamente relacionados con
bacterias como Bacillus, Clostridium vy
Streptococcus (Hodgetts et al.,, 2009).
Posteriormente, con el fin de acogerse a la
taxonomia existente para bacterias se
decidio utilizar el término ‘Candidatus
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Phytoplasma’, como género dentro de la
familia  Acholeplasmataceae @ (IRCPM,
2004).

Los fitoplasmas se limitan al floema de las
plantas infectadas, lo que se ha demostrado
empleando diferentes técnicas como
microscopia de fluorescencia, tincion con
DAPI, hibridacién in situ y microscopia
electronica (Thomas & Balasanduran, 1998;
Bulgari et al., 2011; Andrade & Arismendi,
2013; Kanatiwela-de Silva et al., 2015).
Ademas, se sugiere que los fitoplamas se
mueven sistémicamente a través del
floema, como en el caso de Arabidopsis e
Hydrangea sp., plantas en las que se
detectaron fitoplasmas en puntos distantes
del punto de inoculacibn empleando
insectos vectores. También se detectaron
fitoplasmas en rebrotes de plantas sanas en
las cuales se injertaron brotes de plantas
infectadas, lo que sugiere el movimiento del
patdgeno dentro de la planta (Arashida et
al., 2008; Hoshi et al., 2009; Hodgetts et al.,
2013).

Los sintomas en plantas infectadas por
fitoplasmas, se pueden clasificar en dos
categorias. Por un lado, el amarillamiento
gue es posiblemente causado por el
taponamiento mecanico del floema por los
fitoplasmas, cambios en el influjo de Ca++
en el floema y por otro lado, alteraciones en
los reguladores de crecimiento de las
plantas (Musetti & Favali, 2004; Musetti et
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al., 2012). En este ultimo grupo aparecen
sintomas como, filodia que es el desarrollo
de crecimientos similares a hojas en lugar
de las partes florales normales, la
virescencia en la cual el color normal de las
flores cambia a verde o0 presenta
decoloracion, la rebrotacion excesiva de
ramas o brotes que puede llevar a la
formacion de ramas en copo o escobas de
bruja, mayor o menor elongacion de los
entrenudos de los tallos y ramas, aparicion
de brotes en lugares inusuales, la aparicion
de una mezcla de hojas de tamafio normal
y de tamafio reducido en la misma rama,
entre otros (Lee et al., 2000; Pracros et al.,
2006; Hogenhout et al., 2009; Bertaccini &
Duduk, 2009; Azadvar & Baranwal, 2010;
Cettul & Firrao, 2011).

Existen dos sistemas de clasificacion para
los fitoplasmas, ambos basados en la
secuencia de una region del gen 16SrRNA,
amplificada por PCR anidada con
iniciadores considerados universales (Deng
& Hiruki, 1991; Ahrens & Seemiller, 1992;
Lee et al., 1993; Gundersen & Lee, 1996).
En el primer sistema, los amplicones
obtenidos de aproximadamente 1250 pb
son analizados por RFLPs (“Restriction
Fragment Lenth Polymorphism”) con 17
enzimas de restriccion, para generar
fragmentos de distintos tamafios que
separados por electroforesis producen
patrones caracteristicos para cada grupo
(Lee et al., 1998). Los patrones de RFLP
permiten clasificar los fitoplasmas en grupos
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0 subgrupos que se enumeran con nimeros
romanos Yy los subgrupos son designados
con una letra mayuscula; actualmente hay
reconocidos 34 grupos (Marcone et al.,
2004; Bertaccini et al., 2014; Pérez-Lépez et
al., 2016). Para reconocer un nuevo grupo
16Sr, es necesario que el patrén de RFLP
colectivo tenga un coeficiente de similitud
de 0,85 o0 menor respecto a los patrones de
subgrupos de todos los grupos conocidos, y
este nuevo grupo debe tener por lo menos
una nueva especie de ‘Ca. Phytoplasma’
(Zhao et al., 2009). En el caso de proponer
la existencia de un nuevo subgrupo, el
patron de RFLP debe presentar un
coeficiente de similitud calculado con la
herramienta virtual iPhyClassifier (Zhao et
al.,, 2009), igual o menor a 97% con
respecto a los subgrupos descritos
anteriormente, dentro de un grupo
determinado (Lee et al., 1998; Wei et al.,
2008).

El segundo sistema, utiliza el taxon
‘Candidatus’ que sirve para nombrar
especies de bacterias no cultivables
descritas de forma incompleta (Firrao et al.,
2004). Se basa en el secuenciamiento de
amplicones de la misma regién del gen
16SrRNA obtenidos con los mismos
iniciadores descritos anteriormente. Las
nuevas secuencias, que comparadas con
secuencias del gen 16SrRNA previamente
reportadas, que arrojen una similitud menor
a 97,5%, darian lugar a una nueva especie
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de “Candidatus Phytoplasma” (IRCPM,
2004). El taxdn, “Candidatus Phytoplasma”
se considera un género, dentro del cual hay
muchas especies.

Adicionalmente, teniendo en cuenta la poca
variabilidad del gen 16SrRNA, se emplean
otros genes no ribosomales para obtener
una mayor resolucién taxonémica a nivel
inferior a subgrupos. Entre ellos se incluyen
el gen del factor de -elongacion tufB
(Marcone et al., 2000; Malembic-Maher et
al., 2011), proteinas ribosomales rp (Martini
et al., 2007), el chaperon molecular groEl
(Mitrovi¢ et al., 2011a), la proteina de la
maguinaria de secrecion secY (Lee et al.,
2006) y el gen secA (Hodgetts et al., 2008;
Bekele et al., 2011), entre otros. Por lo
general, las relaciones filogenéticas que se
predicen con otros genes son similares a las
estimadas con 16SrRNA (Mitrovi¢ 2011a, b;
Lee et al., 2004, Martini et al 2007, Hodgetts
et al., 2008) y la variabilidad de otros genes
suele ser suficiente para distinguir entre
cepas estrechamente relacionadas (Arnaud
et al., 2017; Hodgetts et al., 2008; Davis et
al., 2015, Dauvis et al., 2018).

Transmision de los fitoplasmas

La transmision de los fitoplasmas a plantas
hospederas se puede dar por medio de la
conexion de haces vasculares entre plantas
enfermas y sanas, por injertos de material
vegetal infectado o mediante plantas
parasitas como Cuscuta spp., que puede
establecer conexiones directas entre los
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floemas de plantas infectadas y sanas, y
mediante propagacion vegetativa
(Weintraub & Beanland, 2006).
Adicionalmente, se ha sugerido que puede
haber transmision por semilla como en
embriones de coco (Cordova et al., 2003;
Nipah et al., 2007; Oropeza et al., 2017),
semillas de alfalfa (Khan et al., 2002), y en
semillas de canola y colza (Olivier et al.,
2010).

La principal forma de transmision de los
fitoplasmas es a través de insectos del
orden Hemiptera, que se alimentan usando
partes bucales que perforan o chupan el
floema. Los vectores conocidos de
fitoplasmas se encuentran principalmente
en el suborden Auchenorrhyncha dentro de
las  familias  Cicadellidae, Cixidae,
Delphacidae y Derbidae, y en el suborden
Sternorrhyncha, en dos géneros
pertenecientes a la familia Psyllidae
(Weintraub & Beanland, 2006).

Una caracteristica de los insectos vectores
de fitoplasmas, es que tanto las ninfas como
los adultos pueden ser transmisores de
fitoplasmas. Asi mismo, su alimentacién no
es destructivo, es especifico del floema y no
activa respuestas de defensa de la planta
(Hogenhout et al., 2008). Para poder
transmitir a plantas sanas, el proceso inicia
cuando los insectos adquieren los
fitoplasmas durante su alimentacion y estos
llegan al intestino (periodo de acceso y
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adquisicion, AAP), del lumen del intestino se
mueven a la hemolinfa, infectando
posteriormente diferentes tejidos, hasta
infectar las glandulas salivales (periodo de
acceso a latencia, LAP o periodo de
latencia, LP) y finalmente, secretar los
fitoplasmas en el floema de la planta
huésped al alimentarse de esta (periodo de
acceso a la inoculacion, IAP), (Weintraub &
Beanland, 2006; Sugio et al., 2011; Alma et
al., 2015).

La eficiencia de la adquisicion de los
fitoplasmas por insectos vectores depende
de la fuente del in6culo. Por ejemplo, en
plantas de vid infectadas, las variedades
mas susceptibles tienen una mayor
concentracion de fitoplasmas, lo cual
aumenta la eficiencia de la adquisicion por
parte de los insectos vectores (Bressan et
al.,, 2005; Galetto et al., 2016; 2014).
Adicionalmente, para que la transmision
tenga lugar, deben existir relaciones
moleculares especificas entre proteinas del
insecto y del fitoplasma (Rashidi et al.,
2014)

Caracteristicas de
fitoplasmas

los genomas de

Los fitoplasmas tienen un tamafo del
genoma reducido comparado con otras
bacterias patdgenas de plantas y tienen
restricciones  en sus  capacidades
metabdlicas (Rashid et al., 2018).
Actualmente, se encuentran
completamente secuenciados seis
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genomas de fitoplasmas y hay 15 procesos
de secuenciacion en en estado de
construccion o anotacion (Tabla 1). “Ca. P.
Asteris” u Onion Yellows Phytoplasma line
M (OY-M), del subgrupo 16Srl-B, fue el
primer fitoplasma cuyo genoma fue
secuenciado (Oshima et al., 2004).
Posteriormente, se secuencié el genoma de
“‘Ca. P. Asteris” Aster Yellows Witches
Broom Phytoplasma (AY-WB) del subgrupo
16Srl-A (Bai et al., 2006). Por altimo, fueron
secuenciados los genomas de “Ca. P.
australiense” (P. australiense Australian
isolate PAa), (Tran-Nguyen et al., 2008);
“Ca. P. mali” (AT, apple proliferation) (Kube
et al.,, 2008); “Ca. P. australiense” (SLY,
strawberry lethal yellows), (Andersen et al.,
2013) y Maize bushy stunt phytoplasma
(MBS, strain M3 chromosome), (Orlovskis et
al., 2016).

Los genomas completos de los fitoplasmas
gue se tienen hasta ahora se han
secuenciado mediante el método tradicional
de construccion de librerias genomicas.
Aunque se tienen genomas de fitoplasmas
y se cuenta con nuevas técnicas de
secuenciacion, el completar y ensamblar los
genomas de los fitoplasmas es dificil debido
a la cantidad de regiones repetitivas como
las PMUs (Kakizawa & Yoneda, 2015).
Posiblemente por esto, se cuenta con un
numero limitado de genomas completos.

Los genomas de estos fitoplasmas estan
organizados en cromosomas Unicos

Revista Bistua Facultad de Ciencias Basicas.2019.17(3):143-165

circulares o lineales. Algunos, como es el
caso de “Ca. P. asteris” (Tran-Nguyen &
Gibb, 2006) contienen elementos extra
cromosomales, también llamados
plasmidos, que pueden integrar su material
genético dentro del cromosoma del
fitoplasma (Bai et al., 2006). El tamafio de
los cromosomas esta entre 600-900 Kb
aproximadamente, codifican entre 481 y
776 proteinas y se caracterizan por tener un
bajo contenido de G+C (21-28%) (Kube et
al., 2012).

Una caracteristica notable del genoma de
los fitoplasmas el numero reducido de
secuencias codificantes comparado con
otras bacterias patdgenas de plantas, es
decir, la pérdida de genes que se pensaba
gue eran indispensables para la vida en
todas las células, bacterias parasitas y
Mollicutes. Por ejemplo, en los fitoplasmas
no se han identificado genes para las rutas
biosintéticas del ciclo del &cido
tricarboxilico, la biosintesis de acidos
grasos, la sintesis de nucledtidos de novo,
genes involucrados en procesos de
reparacion, recombinacién y replicacién del
DNA (mutL, mutS, mutSB, recF, recN y
recO), lo que contribuye a la alta tasa de
mutacion de sus genomas (Chen et al.,
2012; Oshima et al., 2004). También se
observa pérdida de genes de rutas
metabdlicas implicadas en la biosintesis de
la mayoria de los aminoacidos (arginina,
histidina, lisina, prolina, amino&cidos
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aromaticos), la via de las pentosas fosfato
(pgcA, rpe, tkt, prs y deoC) y la ATP sintasa
tipo F1FO (atpA, atpD y atpG) (Oshima et
al., 2004, Bai et al., 2006; Kube et al., 2008;
Oshima et al., 2013).

Por otro lado, los fitoplasmas tienen
multiples copias de genes relacionados con
proteinas transportadoras, lo que sugiere
gue son altamente dependientes de los
compuestos metabdlicos del hospedero
(Oshima et al., 2004).

Por otra parte, en los genomas de los
fitoplasmas se han reportado “clusters” de
secuencias AT repetidas, organizadas
dentro de unidades que pueden superar los
20 Kb (Lee et al., 2006). Estas unidades han
sido denominadas mosaicos variables
SVMs (por sus iniciales en inglés), (Wei et
al., 2008), unidades potencialmente moviles
PMUs, (por sus iniciales en inglés), (Bai et
al., 2006) o unidades de genes moviles
MUGs (por sus iniciales en inglés), (Wei et
al., 2008). Las PMUs se pueden encontrar
en los cromosomas de los fitoplasmas o en
los plasmidos, y pueden contener genes
gue codifican proteinas implicadas en los
procesos de recombinacion como tra5, ssb,
himA y de replicacion como dnaG y dnaB, lo
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que sugiere que se trata de transposones
replicativos compuestos. La pérdida de
genes implicados en rutas metabdlicas
bésicas y la presencia de las PMUs en los
genomas de los fitoplasmas sugieren que
son caracteristicas importantes para la
identidad biologica de los fitoplasmas, la
flexibilidad del genoma y su capacidad de
adaptacion para sobrevivir (Oshima et al.,
2004; Bai et al., 2006; Arashida et al., 2008).

Adicionalmente, las PMUs pueden codificar
para una proteina con un péptido sefal de
secrecion N-terminal y proteinas que se
localizan en la membrana, indicando la
importancia de las PMUs en la virulencia y
patogenicidad de los fitoplasmas (Bai et al.,
2006; Rashid et al.,, 2018). Las PMUs
codifican la mayoria de los efectores que
intervienen en los cambios fisioldgicos de
las plantas, y que se asocian con sintomas.
Por ejemplo, las repeticiones mas grandes
en el genoma de AY-WB contienen
secuencias similares a islas de
patogenicidad donde se codifican efectores
como SAP11 (Bai et al., 2006, 2009; Torufio
et al., 2010).

Tabla 1. Genomas reportados de los fitoplasmas a la fecha

Grupo Estado Longitud Plasmidos
Especie del Cromosoma Referencia
16SrRNA (pb)
genoma

“Ca. P. asteris” The Onion (Oshima et al.,

Yellows 16Srl-B Completo 853092 Circular

2004)

Phytoplasma line M (OY-M)
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“Ca. P. asteris” (Aster Yellows
Witches 16Srl-A Completo 706569 Circular (Bai et al.,
2006
Broom Phytoplasma, AY-WB) )
“Ca. P. australiense” (PAa, P. (Tran-Nguyen
australiense 16SrXIl- Completo 879959 Circular etal.,
Australian isolate) 2008)
“Ca. P. mali” (AT, apple 16SrX-A Completo 601943 Linear (Kube et al.,
proliferation) 2008)
“Ca. P. australiense” (SLY, (Andersen &
strawberry 16SrXIl Completo 959779 Circular o
Liefting,
lethal yellows) 2013)
MBS, Maize bushy stunt (Orlovskis et
phytoplasma 16Srl-B Completo 576118 Circular al.,
strain M3 chromosome 2017)
“Ca. P. asteris” (Brasica napus (Town et al.,
. 16Srl-B Borrador 743598 Linear 2018)
phytoplasma strain TW1)
“Ca. P. pruni” (MW1, milkweed (Saccardo et
yellows) 16Srlll- Borrador 583806 Linear al.,
X-disease group 2012)
“Ca. P. pruni” (PoiBl, JR1, (Saccardo et
poinsettia Branch- inducing, 16Srlll- Borrador 631440 Linear al.,
JR1) X-disease gro
) Xedi group 2012)
“Ca. P. pruni” (ICP, MA1, Italian| (Saccardo et
clover 16Srlll-B Borrador 597245 Linear al.,
phyllody, strain MA) X-disease 2012)
group
“Ca. P. pruni” (VAC, vaccinium (Saccardo et
witches 16Srlll-F Borrador 647754 Linear al.,
broom) X-disease group 2012)
“Ca. P. aurantifolia” (PnWB,
peanut 16Srll Borrador 566694 Circular (Chung et
. al., 2013)
witches’ broom)
“Ca. P. solani” (STOL, stolbur (Mitrovic et
strain 16SrXII-A Borrador 545458 Linear al.,
231/09) 2014)
“Ca. P. solani” (STOL, stolbur (Mitrovic et
strain 16SrXII-A Borrador 570238 Linear al.,
284/09) 2014)
“Ca. P. asteris” (WBD, wheat 16Srl-B Borrador 611462 Linear (Chen et al.,
blue dwarf) 2014)
“Ca. P. asteris” (CY, (Pacifico et
chrysanthemum 16Srl Borrador 659699 Linear al.,
yellows) 2015)
“Ca. P. asteris” (OY-V, onion (Kakizawa et
yellows line 16Srl-B Borrador 739592 Linear al.,
V) 2014)

Continuacion Tabla 1. Genomas reportados de los fitoplasmas a la fecha 151
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Especie
Grupo Estado del | Longitud | Cromosoma | plasmidos Referencia
16SrRNA genoma (pb) adicionales
“Ca. P. australiense” (purple
coneflower 16Srll- Borrador 545427 Linear - (Chang et al.,
witches’ broom) A 2015)
X-disease group (Zamorano &
16Srlll- Borrador 724754 Linear - Fiore,
J
2016)
“Ca. P. oryzae” (rice yellow dwarf,
strain 16SrXI- Borrador 533195 Linear - (Fischer et
Mbital) A al.,
2016)
“Ca. P. oryzae” (rice yellow dwarf,
strain 16SrXI- Borrador 484488 Linear - (Kawicha et
ngs-s10) A al.,
2018)
“Ca. P. asteris” (New Jersey aster
yellows phytoplasmas strain (Sparks et al.,
NJAY) 2018)
16Srl-A Borrador 652092 Linear -
“Ca. P. aurantifolia” (Strain (Foissac &
WBDL) 16Srll Borrador 474669 Linear - Carle,
2017)
“Ca. P. asteris” (ROLP, rice
orange leaf 16Srl Borrador 599264 Linear - (Zhu et al.,
phytoplasma strain LD1) 2017)
“Ca. P. pruni” (Strain CX)
16SrllI- Borrador 598508 Linear - (Lee et al.,
A 2015)
"Ca. P. Phoenicium" (almond
witches broom disease, strain 16SrIX- Borrador 345965 Linear - (Quaglino et
SA213) B al.,
2015)
"Ca. P. Phoenicium" (strain ChiP,
Pigeon 16SrIX Borrador 541091 Linear - (Polano et al.,
pea witches'-broom group) 2018)
Sistemas de secrecion de las células de sus hospederos (Oshima
. et al., 2013). En los genomas de los
Las proteinas secretadas por los ’ ) 9

fitoplasmas juegan un papel importante en
la interaccién de estos con las plantas e
insectos, y esto cobra mayor importancia
debido a que los fitoplasmas no tienen
pared celular y sus membranas quedan
directamente en contacto con el citoplasma

fitoplasmas no se han encontrado genes
homologos de los sistemas de secrecion
Tipo Il y Tipo IV, importantes para las
bacterias patdogenas Gram-negativas pues
permiten la inserciébn de efectores en las
células del hospedero, como parte de los
mecanismos de infeccion de plantas, 152
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(Zhou & Chai, 2008). Los genomas de los
fitoplasmas codifican proteinas implicadas
en dos sistemas de secrecion; el primero de
ellos es el sistema YidC el cual se encuentra
implicado en la integracion de proteinas
nuevas en la membrana de los fitoplasmas.
El segundo sistema llamado Sec, esta
involucrado en la secrecion e integracion de
proteinas, como los efectores
fitoplasmasmicos en las células del
hospedero. Hasta donde se sabe, el
sistema de secrecion Sec es comun para
todos los fitoplasmas (Kakizawa et al., 2004,
Oshima et al., 2004, 2013; Bai et al., 2006
Hogenhout et al., 2009). En los genomas de
los fitoplasmas, se han identificado genes
homélogos de SecA, SecY y SecE que
codifican para proteinas pertenecientes al
sistema de secrecién Sec (Bai et al., 2006;
Kube et al., 2008; Fischer et al., 2016; Al-
Ghaithi et al., 2018).

Reconocimiento entre fitoplasmas e
insectos vectores y plantas hospederas

Las relaciones entre los fitoplasmas y sus
insectos vectores no son accidentales, lo
que implica que en los diferentes estados
del proceso de adquisicién, latencia e
inoculacién existan proteinas especificas
gue permiten la interaccion entre los dos
organismos. Por ejemplo, se ha demostrado
gue los fitoplasmas "Ca. P. asteris” OY son
reconocidos por los insectos vectores
Macrosteles quadripunctulatus (Hemiptera:
Cicadellidae) y E. variegatus (Hemiptera:
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Cicadellidae), mediante la interaccion de la
proteina antigénica de membrana (Amp)
presente en los fitoplasmas, con las
cadenas de actina, miosina y ATP sintasa
del intestino y glandulas salivales de los
insectos vectores. Estos complejos fueron
observados por microscopia de
inmunofluorescencia, en tejidos del
intestino y glandulas salivales (Suzuki et al.,
2006; Galetto et al., 2008; Rashidi et al.,
2014; Rashidi et al., 2015) demuestran el
reconocimiento especifico de los insectos
vectores y los fitoplasmas, que debe ser un
requisito previo para la multiplicacion dentro
de los insectos, y su posterior proceso de
dispersion.

El estudio de la secuencia del gen vmp1 de
‘Cadidatus P. solani’ permitié predecir que
codifica para la proteina variable de
membrana (Vmpl), proteina en la que se ha
identificado un péptido sefial putativo con un
dominio transmembranal c-terminal.
Basados en la prediccion la estructura
tridimensinal de la proteina, se cree que
Vmpl esta implicada en la interaccion con
moléculas de las células de los insectos
vectores (Cimerman et al., 2009). La
proteina VmpA es similar a Vmp1l; es una
proteina variable de membrana que se
ubica en la superficie de la membrana de los
fitoplasmas asociados con la enfermedad
de la vid flavescence doree (FD). Se
demostré que esta implicada en la adhesion
de los fitoplasmas a las células del intestino
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y otros tejidos del insecto E. variegatus
(Arricau- Bouvery et al., 2018).Dentro de
estos procesos de reconocimiento entre los
fitoplasmas y sus hospederos, se ha
estudiado como influyen los fitoplasmas en
la longevidad y fecundidad en insectos que
se han reportado como vectores. Estudios
realizados en Macrosteles quadrilenatus
infectados con el fitoplasma ‘aster yellows’,
mostraron un aumento en la longevidad
promedio del insecto estimada en 19 dias
en insectos no infectados, en comparacion
a 26 - 28 dias en insectos infectados, asi
como un aumento en la tasa de ovoposicion
de las hembras de M. quadrilenatus
(Beanland et al., 2000). Contrario a esto,
Euscelidius variegatus transmisor de
fitoplasmas flavescence dorée y
Amplicephalus curtulus transmisor de
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ presentaron
una disminucién en su longevidad y tasa de
ovoposicion en los insectos alimentados en
plantas infectadas con cada uno de estos
fitoplasmas. También se ha reportado la
disminucién en el peso promedio de las
hembras de A. curtulus infectadas con
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ (Bressan et
al., 2005; Arismendi & Carrillo, 2015).

En cuanto al reconocimiento de los
fitoplasmas por células de las plantas
huésped, empleando pruebas de expresion
de la proteina de membrana
inmunodominante (Imp) de ‘Ca. P. mali’ en
plantas  transgénicas de  Nicotiana
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benthamiana, y empleando pruebas de
ELISA y microscopia de fluorescencia con
GFP (‘Green Fluorescent Protein’), se
demostré que Imp se une a moléculas de
actina de las células vegetales, lo que llevd
a plantear que juega un papel importante en
el movimiento de los fitoplasmas hacia el
interior de las células hospederas, pero no
causa cambios en la fisiologia de las plantas
(Kakizawa et al.,, 2006; Boonrod et al.,
2012).

Adicionalmente, se ha identificado en el
genoma de Onion Yellow Phytoplasma en
una proteina llamada P38, un motivo
conservado de adhesion de Mollicutes
(MAM), que es importante para la adhesion
de sus hospederos. P38 se demostré que
interatua fuertemente en los extractos
crudos de insectos y débilmente en
extractos de plantas (Neriya et al., 2014).

Moléculas efectoras en plantas

Aunque los fitoplasmas se encuentran
limitados dnicamente al floema de las
plantas infectadas, se pueden encontrar
proteinas que se denominan efectoras en
otros tejidos diferentes al floema (Rashid et
al., 2018). En los genomas de los
fitoplasmas  secuenciados, se han
identificado entre 13 y 56 genes candidatos
a efectores (Zhang et al.,, 2004; Bai et

al.,2009). Se cree que las moléculas
efectoras o0 potenciales factores de
virulencia,  manipulan  procesos de

desarrollo de la planta haciendo que el
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hospedero beneficie al patégeno (Beanland
et al., 2000). Por ejemplo, en plantas
infectadas, las proteinas SAP11 y TENGU
afectan la arquitectura floral al interferir con
la regulacion que ejercen de fitohormonas
en el desarrollo de las flores, incrementando
la generacion de material vegetativo joven,
el cual se supone que atrae con mayor
facilidad los insectos vectores (Hogenhout
et al., 2009; Rashid et al., 2018).

TENGU fue el primer efector peptidico de
origen fitoplasmatico descrito, el cual actia
como inductor de esterilidad en plantas
(Hoshi et al., 2009). Se demostré que por un
lado, en plantas de A. thaliana y N.
bentamiana que sobreexpresaban TENGU
se alteraban las rutas metabdlicas de
defensa, mediante la disminucion de los
niveles de acido jasmoénico (JA). EL JA es
una molécula de sefalizacién importante en
la ruta de defensa de las plantas. Por otro
lado, TENGO estaba relacionado con la
disminucion de los niveles de auxinas, lo
gue también afecta la maduracion de las
flores (Minato et al., 2014). TENGU ha sido
identificado en células del parénquima de
yemas del meristemo apical y en brotes
axilares de plantas infectadas con
fitoplasmas OY (Hoshi et al., 2009). Las
plantas en las cuales se expresa TENGU
presentan una regulacion negativa de
genes de respuesta a auxinas y genes
transportadores de esta fitohormona,
mediada por la supresién de la expresion de
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los factores de respuesta a auxinas ARF6 y
ARF8 (Minato et al., 2014). La supresion de
los genes descritos anteriormente interfiere
directamente en la ruta de biosintesis y
sefializacion de auxinas, lo que por ejemplo
produce, cambios en los patrones de
brotacion de las plantas. También se ha
planteado que TENGU altera
morfolégicamente las plantas infectadas
manipulando otras vias metabdlicas, y que
la alteracion fisiolégica por auxinas se
puede dar de manera indirecta y no por la
alteracion directa de la ruta biosintetica de
esta fitohormona (Hoshi et al., 2009).

Otras proteinas efectoras conocidas son
SAP11y SAP54, las cuales interfieren en el
desarrollo normal de las plantas infectadas
flores, mediante la alteracion en la
expresion de los genes del modelo ABCE
(MacLean et al., 2014). Segun el modelo
ABCE, genes homeooticos determinan la
causando cambios en la morfologia de
lasidentidad de cada uno de los Organos
florales, dependiendo de la combinacion de
expresion entre ellos (Honma & Goto,
2001). Las proteinas efectoras SAP1l y
SAP54, interacttan con miembros de la
familia de los factores de transcripcion
MADS (MTF) mediando su degradacion, lo
gue genera plantas estériles (Maejima et
al., 2014; MacLean et al.,, 2014). SAP11
presenta una sefal de localizacién nuclear
requerida para su movimiento al nucleo de
la célula hospedera y ha sido localizada en
el nucleo de células de los tricomas y el
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mesofilo en plantas infectadas con
fitoplasmas AY-WB (Bai et al., 2009).

En general, los efectores SAP11
interactuan con la familia de los factores de
transcripcion TCP como TEOSINTE
BRANCHED 1, CYCLOIDEA, PCF1 que
estdn implicados en los procesos de
proliferacion, maduracion y desarrollo
celular, induciendo cambios en el fenotipo
de las plantas infectadas (Tomkins et al.,
2018). Adicionalmente, SAP11 genera una
sobreproduccién de tejido vegetativo en
plantas en las cuales se expresa, mediante
la desestabilizacion de los factores de
transcripcion de la clase Il TPC (CIN y
CYC/TB1) (Rashid et al., 2018). Otro
ejemplo de la influencia que tienen los
efectores de los fitoplasmas sobre sus
plantas hospederas, se ha visto en plantas
herbaceas que mueren al terminar su fase
reproductiva, pero cuando estan infectadas
con fitoplasmas pueden revertir el
desarrollo floral prolongando la fase
vegetativa de crecimiento de la planta y
retrasar su muerte, permitiendo que la
planta hospedera sobreviva por mas tiempo
(Sugio et al., 2011).

CONCLUSIONES
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Los fitoplasmas tienen unos de los genomas
mas pequefios conocidos en bacterias
patdgenas de plantas y en general entre los
seres vivos, y sin embargo la plasticidad de
sus genomas les permite adaptarse y

multiplicarse exitosamente en dos tipos de
hospederos bioldgicamente distantes, como
lo son los insectos vectores y plantas
hospederas.

Durante la evolucion, los fitoplasmas han
adoptado una estrategia de reduccion del
namero de genes dentro de sus genomas,
en comparacion con los genomas de otros
patdgenos vegetales. Esto se evidencia con
pérdida de muchos genes implicados en
rutas biosintéticas de aminoacidos que se
consideraban esenciales para la vida,
convirtiéndolos en parasitos vegetales
obligados.

Los fitoplasmas presentan una serie de
adaptaciones que les permiten la
interaccién con sus hospederos, mediante
la produccion de efectores como SAP54,
SAP 11, TENGU y PHYL1 y otros que no
han sido totalmente descritos, que afectan
los procesos fisiol6gicos y morfoldgicos de
las plantas infectadas mediante la represion
0 sobre expresion de genes implicados en
rutas biosintéticas y hormonales. Como
resultado, los fitoplasmas manipulan las
plantas para hacer que sobrevivan por mas
tiempo, generen mas tejidos vegetativos en
lugar de reproductivos y las hacen mas
apetecibles para los insectos vectores,
mejorando la eficiencia de transmision de
plantas infectadas a sanas.

Dentro de las estrategias que han generado
los fitoplasmas para garantizar su
dispersion, se encuentra la codificacion de
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proteinas de adhesién y reconocimiento de
los fitoplasmas con sus insectos vectores,
através de la interaccion de proteinas de
membrana (ej. Amp) con moléculas ubicuas
como las cadenas de actina, miosina o la
ATP sintasa, de las células intestinales y de
otros tejidos de los insectos, mas no por
moléculas especificas y Unicas de los
insectos presentes en los vectores. Los
fitoplasmas alteran fisiologicamente las
plantas hospederas y las hacen mas
atractivas para los insectos, al aumentar su
fase vegetativa, lo que se cree que permite
gque estas sean Vvisitadas en mayor
proporcion por estos y al alimentarse
realicen la dispersiéon de los fitoplasmas a
plantas sanas.

Es necesario realizar nuevos abordajes en
el estudio de la interaccion de los
fitoplasmas buscando la disminucién de
poblaciones bacterianas en plantas
infectadas comparadas con las plantas
sanas y en la determinacion de las posibles
asociaciones de los fitoplasmas con
bacterias parasitas obligadas de insectos.
Esto con el fin de plantear posibles
estrategias para el control de las
enfermedades asociadas a fitoplasmas
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