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1.7 Epidemiologı́a de fitoplasmas en América Latina . . . . . . . . . . . . . 8

1.8 Fitoplasma del subgrupo ribosomal 16S rRNA XIII-F “Strawberry Phyl-

lody Chile” . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
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efectores fitopatogénicos de fitoplasma del grupo 16SrXIII-F cepa StrPh-

CL de inducir sı́ntomas en plantas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

5: Materiales y Métodos 15
5.1 Ensayo de transmisión de StrPh-CL con insectos vectores Cixiosoma sp.,

capturados en campo a plantas modelo de Arabidopsis thaliana ecotipo

Shahdara (A. thaliana Sha) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

5.1.1 Captura de insectos vectores Cixiosoma sp. en huerto de cultivo

de frutilla en la comuna de Litueche, VI Región . . . . . . . . . . 15

5.1.2 Cultivo de Arabidopsis thaliana ecotipo Shahdara, montaje de cámaras
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topatogénicos de StrPh-CL en A. thaliana Sha v/s Cixiosoma sp. . . . . . 37

6.3 Obtención de plantas de N. benthamiana infectadas con viriones recom-

binantes de TMV que expresan el gen sap42 strphCL . . . . . . . . . . . 39

6.4 Sı́ntomas de plantas de N. benthamiana infectadas con viriones recombi-

nantes de TMV que expresan el gen sap42 strphCL . . . . . . . . . . . . 46

7: Discusión 55
7.1 Sı́ntomas de retraso en el desarrollo floral, retraso de elongación de tallo
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Cl presenta una mayor área foliar y una disminución de la altura a los

40 dpe. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
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Resumen

Los fitoplasmas son patógenos intracelulares no cultivables capaces de colonizar
células eucariontes vegetales y animales. Su transmisión es persistente y prop-
agativa, causando sı́ntomas en plantas como enanismo, filodia y escoba de brujas.
Esto disminuye la productividad de cultivos de interés comercial a nivel global y
local.

En especı́fico, el fitoplasma “Strawberry Phyllody Chile” (StrPh-CL) es una
bacteria que se asocia a la aparición de sı́ntomas de filodia en cultivos de frutilla,
además de afectar cultivos tanto comerciales como nativos. Pertenece al grupo
ribosomal 16SrXIII, nativo de América, y corresponde al primer fitoplasma de
este grupo cuyo genoma está secuenciado.

En el genoma del fitoplasma StrPh-CL se identificaron 25 genes que codifican
candidatos de efectores patogénicos, entre los cuales se encuentran homólogos
de TENGU y SAPs, efectores “clásicos” de virulencia en plantas. No se han
realizado estudios que describan los mecanismos moleculares de virulencia de
fitoplasmas del grupo 16SrXIII, por lo que se seleccionaron los genes homólogos
a Tengu y SAPs de StrPh-CL para evaluar la inducción de sı́ntomas en hospederos
vegetales.

Se realizó la transmisión de StrPh-CL a la planta modelo Arabidopsis thaliana
(A. thaliana) mediante insectos vectores (Cixiosoma sp.) obtenidos en cultivos de
frutilla de la VI Región del Libertador General Bernardo O’Higgins. Los sı́ntomas
de infección de StrPh-CL observados en A. thaliana son disminución de la altura
de la planta, aumento del área foliar, retraso del desarrollo floral y elongación
de tallo. Este es el primer reporte que describe los sı́ntomas de StrPh-CL en
plantas modelo, proporcionando información valiosa para futuros estudios in vivo
de fitoplasmas del grupo ribosomal 16SrXIII.

Para determinar la capacidad de los genes que codifican los potenciales efec-
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tores de causar sı́ntomas en plantas, se construyeron tres vectores virales recom-
binantes para la expresión heteróloga individual de los candidatos a efectores
patogénicos en Nicotiana benthamiana.

Se realizó transcripción in vitro con el sistema mMESSAGE mMACHINE™
T7 de los vectores virales mutantes pBSG1057-tengu strphCL, pBSG1057-sap54 -
strphCL, pBSG1057-sap42 strphCL, y pBSG1057-gfp. Luego, se inocularon en
plantas de N. benthamiana de 4 semanas de edad mediante transmisión mecánica.
Para cada vector, se inocularon 8 plantas. Del total de 32 plantas inoculadas,
sólo se logró la infección en un individuo con un virus recombinante que expresa
sap42 strphCL, que presentó sı́ntomas de enanismo, alteraciones en la morfologı́a
floral, aparición de zarcillos, hojas rugosas y ampollas foliares.

A partir de los sı́ntomas observados, se puede concluir que SAP42 puede
causar alteraciones en el crecimiento y desarrollo floral en planta, contribuyendo
a la virulencia del fitoplasma actuando como efector fitopatogénico. Esto propone
la existencia de una nueva familia de efectores patogénicos que podrı́an explicar la
virulencia de fitoplasmas del grupo 16SrXIII, que sólo se encuentran en América.
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Abstract

Characterization of potential phytopathogenic effectors of the
phytoplasma of the 16SrXIII-F group ”Strawberry phyllody phy-
toplasma Chilean strain” (StrPh-CL).

Phytoplasmas are unculturable intracellular pathogens capable of colonizing
eukaryotic plant and animal cells. Their transmission is persistent and propagative
between plants and insects; causing symptoms in plant hosts such as dwarfism,
phyllody, witches’ broom, and general decline of individuals, which decreases
the productivity of commercially significant crops at both global and local levels.
Specifically, the phytoplasma “Strawberry Phyllody Chile” (StrPh-CL) is a bac-
terium associated with the appearance of phyllody symptoms in strawberry crops,
in addition to affecting other commercial and native plant hosts. It belongs to the
16SrXIII ribosomal group “Mexican Periwinkle Virescence Group” and is the first
native phytoplasma of this group native to the Americas with a fully sequenced
genome.

Phytoplasmas colonize their plant hosts by secreting pathogenic effectors
through the Sec pathway. These pathogenic effectors are directly related to the
pathogen’s virulence, with four effector families identified so far as symptom
inducers in plants. In the genome of the StrPh-CL phytoplasma, 25 candidate
genes for pathogenic effectors were identified, including homologs of TENGU
and SAPs, “classic” phytoplasma pathogenic effectors. To date, no studies have
described the molecular mechanisms of virulence of phytoplasmas from the 16S
rRNAXIII group; therefore, these StrPh-CL genes were selected to evaluate their
contribution to virulence in plant hosts, providing valuable information for future
in vivo studies of phytoplasmas from the 16S rRNAXIII ribosomal group.

Transmission of StrPh-CL to the model plant Arabidopsis thaliana (A. thaliana)
was carried out using vector insects (Cixiosoma sp.) carrying phytoplasma ob-
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tained from strawberry crops in the VI Region of Libertador General Bernardo
O’Higgins. Symptoms of StrPh-CL infection observed in A. thaliana include
reduced plant height, increased leaf area, delayed floral development, and stem
elongation. This is the first report describing StrPh-CL symptoms in model plants,
providing valuable information for future in vivo studies of phytoplasmas from the
16SrXIII ribosomal group.

To determine the individual capacity of the candidate pathogenic effectors en-
coded in the StrPh-CL genome to cause symptoms in plants, recombinant viral
vectors from an attenuated strain of Tobacco mosaic Virus (pBSG1057) were con-
structed. The goal was to replicate the StrPh-CL infection phenotype by heterol-
ogous expression of the candidate pathogenic effectors in Nicotiana benthamiana
(N. benthamiana).

In vitro transcription was performed using the mMESSAGEmMACHINE™
T7 system for the mutant viral vectors pBSG1057-tengu strphCL, pBSG1057-
sap54 strphCL, pBSG1057-sap42 strphCL, and pBSG1057-gfp. These vectors
were then individually inoculated into 4-week-old N. benthamiana plants via me-
chanical transmission. For each vector, 8 plants were inoculated. Out of the 32
inoculated plants, only one individual was successfully infected with pBSG1057-
sap42 strphCL, which showed symptoms 2 weeks post-inoculation that persisted
until the plant’s death. Symptoms included dwarfism, alterations in floral mor-
phology, tendril formation, rough leaves, and foliar blisters. Based on the ob-
served symptoms, it can be concluded that SAP42 can cause alterations in plant
growth and floral development, acting as a pathogenic effector.

This is the first report associating SAP42 with plant symptomatology, propos-
ing a whole new family of phytopathogenic effectors that could explain the viru-
lence of 16S rRNAXIII group phytoplasmas, which are found only in the Ameri-
cas.
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1 Introducción

1.1 Fitoplasmas: patógenos intracelulares de plantas e insectos

Los fitoplasmas son bacterias pertenecientes a la clase Mollicutes, que se caracterizan por

ser patógenos intracelulares de plantas e insectos. Estos microorganismos son patógenos

en más de 1000 especies de plantas en todo el mundo, entre las que se encuentran cul-

tivos de interés comercial (Schneider et al. 2020). La infección por fitoplasma en plantas

causa sı́ntomas como clorosis (amarillamiento de las hojas), virescencia (desarrollo de

flores verdes, o pérdida de la coloración normal de los pétalos), esterilidad de las flores,

filodia (desdiferenciación del tejido floral hacia hojas), enanismo, escoba de brujas (pro-

liferación de brotes auxiliares y elongación anormal de los internodos) y enrojecimiento

de las hojas (Bertaccini 2022). La aparición de estos sı́ntomas en plantas de interés com-

ercial afecta directamente la productividad de los cultivos, debido a que las plantas pueden

dejar de producir flores y por ende frutos (Maejima et al. 2015), o bien producir frutos

no comestibles y no comercializables (Pérez-López et al. 2016). Por este motivo, los

fitoplasmas se consideran una epidemia de interés económico-social a nivel global y se

encuentran en la lista de alerta de la EPPO (Organización Europea y Mediterránea para la

Protección Vegetal) (Huang et al. 2021).

Los fitoplasmas carecen de pared celular de peptidoglicano, a diferencia de sus ante-

cesores Gram positivo (Weisburg et al. 1989). Constituyen un claro ejemplo de evolución

reductiva, ya que poseen un genoma pequeño rico en AT de aproximadamente 680–900

kb (Kumari et al. 2019; Marcone et al. 2007), que ha perdido genes importantes para

el metabolismo celular, como aquellos que codifican enzimas del ciclo de Krebs, de la

sı́ntesis de ácidos grasos y subunidades de la ATP sintasa (Bai et al. 2006). Además,

su genoma presenta una gran inestabilidad debido a la presencia de Unidades Potencial-

mente Móviles (Potential Mobile Units, PMU) (Dickinson 2010). Se cree que la pérdida

de genes relacionados al metabolismo celular y presencia de PMUs en los fitoplasmas se

debe a la adaptación a ambientes ricos en nutrientes, como es el interior de las células
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vegetales (Oshima et al. 2004).

Pese a los esfuerzos para aislarlos y cultivarlos (Contaldo et al. 2012; Bertaccini et al.

2013; Contaldo et al. 2016) no se ha logrado crear un sistema consistente para el cultivo

axénico de fitoplasmas. Por eso, la propagación de fitoplasmas en material vegetal se

realiza a través de injertos, obteniendo material vegetal infectado que se preserva mediante

cultivo in vitro o bien, en invernadero. Considerando estas dificultades, los métodos de

identificación y diagnóstico en matrices vegetales o animales se basan en PCR anidado

con dos pares de primers universales: P1/P7 (Deng et al. 1991) y R16F2n/R2 (Gundersen

et al. 1996), que se usan para amplificar una región del gen 16S rRNA de fitoplasmas.

Luego, se realiza una digestión con 17 enzimas de restricción para obtener patrones de

RFLP (Restricted Fragment Length Polymorphisms), los que se comparan con patrones

modelo para conocer el grupo y subgrupo ribosomal al que pertenece el fitoplasma (Wei

et al. 2008; Zhao et al. 2009; Gasparich et al. 2010).

Como alternativa para su identificación, se utiliza la secuenciación del amplicón

obtenido con el PCR anidado para comparar la secuencia con cepas representantes de

especies conocidas de fitoplasma (Bertaccini et al. 2022). Sin embargo, se sigue real-

izando la clasificación mediante patrones de RFLP in silico (Zhao et al. 2009).

Debido a las dificultades del cultivo axénico de fitoplasmas, se agrupó a estas bac-

terias bajo el género provisional ’Candidatus Phytoplasma (Ca. P. ’). Su clasificación

filogenética consiste en grupos denotados por números romanos y de subgrupos que se

denotan con letras de la A-Z. Ası́, se han identificado al menos 30 grupos y más de 300

subgrupos (Zhao et al. 2016; Bertaccini et al. 2018; Bertaccini et al. 2022; Pérez-López

et al. 2024) que se pueden encontrar en una gran cantidad de hospederos animales y

vegetales por todo el mundo.

Además de la secuenciación del gen 16S rRNA, otros marcadores de identificación

de fitoplasma son el factor de elongación tu (Schneider et al. 1997), la subunidad de

translocación secY (Im et al. 2010), además de un análisis multilocus que involucra hasta

107 genes diferentes (Firrao et al. 2013). Las tecnologı́as de Next Generation Sequencing

han facilitado el ensamblaje de genomas (Kube et al. 2012; Tan et al. 2021; Correa-

Marrero et al. 2024) y la realización de estudios transcriptómicos (Toruño et al. 2010;

Oshima et al. 2011; Am et al. 2011). Sin embargo, las dificultades para el aislamiento

de DNA de fitoplasma desde el hospedero vegetal y su genoma rico en AT constituyen

factores por los cuales el ensamblaje de los genomas de fitoplasma todavı́a es un desafı́o

técnico (Tan et al. 2021).
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1.2 Ciclo infectivo de fitoplasmas

La principal forma de transmisión natural de fitoplasma es mediante insectos vectores

que poseen un aparato perforador-chupador para alimentarse del floema de las plantas.

Estos insectos corresponden al orden Hemiptera, que agrupa (entre otros) las familias

Cicadellidae y Cixiidae, además de las superfamilias Fulgoroidea y Psylloidea (Weintraub

et al. 2006). La infección por fitoplasmas es persistente y propagativa, ya que un individuo

infectado (tanto plantas como insectos) puede portarlo y transmitirlo durante toda su vida,

haciendo difı́cil el interrumpir o controlar el ciclo de infección en los cultivos (Hogenhout

et al. 2008; Trivellone et al. 2021).

El ciclo de infección de fitoplasmas (Figura 1) comienza con un insecto vector porta-

dor de fitoplasma. El patógeno se aloja al interior de células de las glándulas salivales del

insecto (Gourret et al. 1973; Koinuma et al. 2020), mezclándose con la saliva. En cuanto

el insecto vector se alimenta de una planta sana, ocurre un intercambio saliva/floema que

permite la transmisión del fitoplasma al flomea del hospedero vegetal. Luego, el patógeno

se aloja en las células del tubo criboso de la planta y se moviliza a través del floema

erráticamente hacia los órganos del hospedero vegetal (Wei et al. 2004; Lee et al. 2007;

Namba 2019).

El ciclo se repite cuando un insecto sano se alimenta de esta planta infectada, consum-

iendo floema portador de fitoplasma, el cual coloniza a nivel especie-especı́fico células del

intestino del insecto (Barbara et al. 2002; Kakizawa et al. 2004; Suzuki et al. 2006; Kak-

izawa et al. 2006; Galetto et al. 2011; Trivellone et al. 2019) ingresando vı́a endocitosis

(Rashidi et al. 2015), para luego viajar por la hemolinfa hasta llegar a las glándulas sali-

vales (Nakajima et al. 2009; Koinuma et al. 2020). Esto se conoce como un ciclo de

hospedero dual, donde el fitoplasma es capaz de colonizar hospederos del reino Vegetal y

Animal (Hogenhout et al. 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de los fitoplasmas. Los fitoplasmas son adquiridos por los insectos desde el
floema de las plantas (a través de los estiletes) y luego ingresan al intestino del insecto (lo que se denomina
adquisición por alimentación). Los fitoplasmas deben traspasar tres barreras celulares de los insectos (bar-
reras intestinales, hemolinfa y glándulas salivales) si quieren transmitirse a las plantas. Los fitoplasmas se
transmiten desde la saliva del insecto al floema (de otra planta) mediante inoculación con estilete. Luego
los fitoplasmas se multiplican y establecen una infección sistémica, causando muchos sı́ntomas únicos. PP:
célula parenquimatosa del floema, CC: célula acompañante, SE: tubo criboso. Esta figura fue reproducida
con modificaciones basadas en la literatura original. Namba et al. 2019

Las plantas infectadas pueden manifestar sı́ntomas entre 7 dı́as y 24 meses después

del contacto con el insecto vector, dependiendo de la planta y del grupo de fitoplasma

infectivo (Ramos et al. 2020). Los sı́ntomas causados por la infección de fitoplasma

ya mencionados provocan cambios morfológicos en plantas, exhibiendo un fenotipo de

mayor crecimiento vegetativo y “rejuvenecimiento” de las plantas, que causan una mayor

atracción de insectos vectores hacia plantas infectadas y consecuente oviposición en sus

hojas para repetir el ciclo infectivo del patógeno (Christensen et al. 2005; Sugio et al.

2011; MacLean et al. 2014a; Orlovskis et al. 2016; Pecher et al. 2019; Huang et al. 2020;

Bertaccini 2022; Huang et al. 2022).
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1.3 Mecanismos de patogenicidad de fitoplasmas

Considerando como referencia los mecanismos de infección de otros integrantes de la

clase Mollicutes y organismos patogénicos Gram positivo, la investigación sobre la viru-

lencia del fitoplasma Aster Yellows Witche’s Broom (AY-WB) en plantas e insectos modelo

ha demostrado que utilizan el sistema de traslocasas Sec (Kakizawa et al. 2004; Oshima

et al. 2011) para la secreción de efectores patogénicos denominados SAP (Secreted Aster

Yellows Proteins) desde el citoplasma del fitoplasma hacia el citoplasma de la célula hos-

pedera. Los efectores canónicos de fitoplasmas se definen como proteı́nas de pequeño

tamaño (de hasta 200 aminoácidos) que poseen un péptido señal (SP) en el extremo N-

terminal de entre 20 y 50 aminoácidos, que se compone de 5 aminoácidos de carga pos-

itiva seguido de una región hidrofóbica de 7 a 15 aminoácidos y de una región sin carga

de entre 3 a 7 aminoácidos polares (Bai, et al. 2009).

El avance en el estudio de marcadores moleculares de fitoplasma y las técnicas de se-

cuenciación revolucionó el estudio de fitoplasma, pudiendo establecer nuevos parámetros

de definición de especies y ennsamblar cada vez más genomas completos (Tan et al. 2021;

Bertaccini et al. 2022). Ası́, en 2022 se encontraban disponibles más de 30 genomas com-

pletos de fitoplasma (Bertaccini et al. 2022), en los que se han predicho, con diferentes

técnicas bioinformáticas, proteı́nas efectoras hipotéticas codificadas en sus genomas (An-

abestani et al. 2017; Wang et al. 2018; Cho et al. 2020; Garcion et al. 2021; Tan et al.

2021; Debonneville et al. 2022; Carreón-Anguiano et al. 2023; Gao et al. 2023).

Es importante destacar que la definición de efectores es estructural, por lo que no de-

fine a qué hospedero están dirigidos. Por eso, los estudios en efectores patogénicos de

fitoplasma requieren ensayos de expresión relativa para determinar cuáles son aquellos

que se expresan en planta; para luego validar su contribución a la virulencia en plan-

tas modelo como Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana, intentando recrear los

sı́ntomas observados en campo.

Ası́, alrededor de 10 efectores fitopatogénicos han sido experimentalmente validados:

Tengu (Hoshi et al. 2009; Sugawara et al. 2013; Minato et al. 2014), SAP54 (Am et al.

2011; MacLean et al. 2014a; Aurin et al. 2020; Iwabuchi et al. 2020), SAP11 (Bai et al.

2009; Sugio et al. 2011; Lu et al. 2014a; Lu et al. 2014b; Pecher et al. 2019; Strohmayer

et al. 2021), SAP05 (Huang et al. 2021; Huang et al. 2022), zaofeng3 y 6 (Chen et al.

2022), SWP1 (Wang et al. 2018) y SWP12 (Bai et al. 2023).

Los efectores fitopatogénicos “canónicos” de fitoplasmas se agrupan en las famil-

ias/tribus de SAP54, SAP11, SAP05 y Tengu (Carreón-Anguiano et al. 2023a). Si bien es-

tos efectores explican muchos sı́ntomas en planta en diferentes especies de fitoplasma, aún
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no se ha investigado la contribución a la virulencia de los otros 60 efectores hipotéticos

(SAPs) detectados en AY-WB (Bai et al. 2009), que además presentan homólogos en

diversas especies de fitoplasmas (Bertaccini et al. 2022; Carreón-Anguiano et al. 2023b).

1.4 SAP54 y filodia

El efector SAP54 (o PHYL1) provoca un fenotipo de reversión floral (filodia), además

de aumentar el atractivo de las plantas infectadas hacia insectos vectores, aumentando

la oviposición de éstos en sus hojas (MacLean et al. 2014a). El mecanismo molecular

que explicarı́a este fenotipo en plantas infectadas serı́a la interacción proteı́na-proteı́na de

SAP54 con factores de transcripción con dominio MADS de tipo II (MFTs) de clase A

y E (Maejima et al. 2015), que en conjunto con la proteı́na RAD23 (Radiation Sensi-

tive), provocan la desestabilización de MFTs como SEP3 y AP1 (MacLean et al. 2014b).

Las proteı́nas SEP3 y AP1 se han descrito como factores de diferenciación floral (Liu et

al. 2009; Kaufmann et al. 2010). Estas interacciones proteı́na-proteı́na provocan una

interrupción de la cascada de señalización que permite la diferenciación floral, desenca-

denando el fenotipo de filodia observado en plantas infectadas con fitoplasma (Maejima

et al. 2014; 2015).

Por otra parte, se han descrito mutaciones puntuales en ciertos residuos aminoacı́dicos

en diferentes homólogos de SAP54 que se relacionan con la aparición de diferentes grados

de filodia en modelos vegetales (Liao et al. 2019; Iwabuchi et al. 2020). Sin embargo, la

investigación sugiere que el fenotipo de filodia o de flores leaf-like producido por SAP54

serı́a un efecto secundario del efector, siendo su efecto principal en hospederos vegetales

el aumento de la oviposición de insectos en las hojas de las plantas infectadas (MacLean

et al. 2014a). Esta hipótesis se sustenta en que los insectos vectores oviposicionan más en

plantas que presentan filodia y expresan SAP54 que en plantas que sólo presentan filodia

(Orlovskis et al. 2016).

Aun ası́, es importante mencionar que los MFTs no sólo regulan al expresión genes

relacionados con el desarrollo floral, sino que también regulan la sı́ntesis de hormonas

como jasmonatos, giberelinas y auxina (Gregis et al. 2013), por lo que la atracción de

insectos causada por SAP54 se deberı́a a alteraciones hormonales de la planta.

A nivel filogenético, los homólogos más cercanos de SAP54 se pueden encontrar en

cepas de fitoplasma filogenéticamente distantes pero que poseen los mismos hospederos

vegetales. Es decir, SAP54 evolucionó en forma independiente de la filogenia de los fito-

plasmas, respaldando la hipótesis de la transferencia horizontal de genes entre fitoplasmas

que infectan un mismo hospedero (Singh et al. 2020).
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1.5 SAP11, SAP05 y escoba de brujas

El sı́ntoma caracterı́stico que provoca el efector SAP11 se conoce como “escoba de bru-

jas”, que consiste en brotes de hojas aserradas y pequeñas que surgen desde un mismo

punto en el tallo de la planta. El sı́ntoma se origina por la unión de SAP11 con TCPs

(una familia de 3 factores de transcripción exclusivos de plantas), que provoca que es-

tos factores de transcripción se degraden vı́a proteosoma, disminuyendo la expresión de

genes relacionados con proliferación floral (Wang et al. 2018). Además, SAP11 genera

una disminución de ácido jasmónico (JA) causando una supresión de la inmunidad in-

ducida de las plantas, lo que permite un aumento de la oviposición de insectos vectores

y consecuentemente su progenie, que se alimenta de la planta infectada favoreciendo la

propagación del fitoplasma (Sugio et al. 2011; Al-Subhi et al. 2021; Bertaccini 2022;

Huang et al. 2022).

SAP05, por su parte, causa sı́ntomas similares a SAP11, ya que provoca un retraso

en el desarrollo general de la planta causando la aparición de pequeños brotes axilares de

hojas aserradas con forma de rosetón, es decir, escoba de brujas. Al igual que SAP11,

SAP05 induce la degradación de factores de transcripción de las familias SPL y GATA,

involucrados con el desarrollo de plantas vasculares y el desarrollo de flores, explicando

tanto la aparición de escoba de brujas como enanismo en las plantas (Huang et al. 2021;

Huang et al. 2022).

1.6 Tengu y enanismo, esterilidad y escoba de brujas

Tengu provoca escoba de brujas, enanismo y esterilidad (masculina y femenina) en plantas

infectadas con fitoplasma (Hoshi et al. 2009). Es una proteı́na altamente conservada, con

un péptido señal que consta de 30 aminoácidos (Sugawara et al. 2013). Luego de su

secreción vı́a traslocasas Sec, se encuentra en el citoplasma de la célula vegetal como

un péptido de 40 aminoácidos de longitud. Se hipotetiza que una serina-proteasa es la

causante del procesamiento de Tengu en la célula vegetal, cortando hasta el aminoácido

11 del péptido. Ésta es una región de la proteı́na altamente conservada y substituciones

en residuos especı́ficos en ella modulan la gravedad de los sı́ntomas asociados a Tengu en

plantas (Sugawara et al. 2013).

En plantas, se ha demostrado que Tengu disminuye la expresión de los genes de re-

spuesta a auxina ARF6 y ARF8, interrumpiendo mediante un mecanismo desconocido

las rutas de sı́ntesis de jasmonatos y auxinas (Minato et al. 2014). Ası́, el sı́ntoma de

enanismo causado por Tengu puede explicarse por una disminución de la sı́ntesis de auxi-
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nas, que se secretan en el meristema apical de las plantas y se transportan hacia las raı́ces,

suprimiendo el crecimiento de brotes auxiliares y permitiendo el crecimiento apical (Mor-

ris et al. 2005). Plantas mutantes con silenciamiento de genes de respuesta a auxina (grupo

al que pertenecen ARF6 Y ARF8) presentan enanismo (Timpte et al. 1994), fenotipo que

se puede observar en plantas transgénicas que expresan TENGU (Hoshi et al. 2009). Es-

tos sı́ntomas en planta favorecerı́an la oviposición de los insectos vectores, ya que éstos

prefieren hojas jóvenes amarillentas para esos fines (Christensen et al. 2005; Hogenhout

et al. 2008).

Aun cuando la disminución de sı́ntesis de auxina y jasmonatos explica el enanismo y

la esterilidad de las flores, a la fecha aún no se esclarecen los mecanismos moleculares

que permiten a Tengu interrumpir las rutas de sı́ntesis de estas hormonas, a diferencia de

otros efectores más estudiados como SAP11 y SAP54.

La mayorı́a de los homólogos de Tengu son activos y poseen una gran similitud entre

sı́, encontrándose todos en fitoplasmas del grupo 16SrI, por lo que pareciera que es un

efector que se encuentra sólo en este grupo ribosomal (Wang et al. 2014). Sin embargo,

en 2020, el laboratorio de fitovirologı́a de la Universidad de Chile reportó un homólogo

de Tengu en un fitoplasma del grupo 16SrXIII en plantas que no presentan sı́ntomas de

enanismo (Cui et al. 2020), lo que da nuevas luces sobre las relaciones evolutivas de

este efector fitopatogénico a través de diferentes grupos de fitoplasma y su relación con la

virulencia del patógeno.

1.7 Epidemiologı́a de fitoplasmas en América Latina

En Latinoamérica, los paı́ses con mayor número de reportes de fitoplasmass en cultivos

de interés comercial, como maı́z, alfalfa, uva, papaya, frutilla y coco, son Cuba, Brasil,

Argentina, México y Bolivia (Pérez-López et al. 2016). Los fitoplasmas en esta región

parecieran tener una preferencia geográfica, de tal modo que los grupos de fitoplasmas que

se encuentran en hemisferio norte son diferentes a aquellos del hemisferio sur, probable-

mente debido a las relaciones especie especı́ficas que mantienen con sus insectos vectores

que son nativos de ciertas zonas (Pérez-López et al. 2016), de manera tal que la dis-

tribución de cepas de fitoplasmas en ubicaciones geográficas especı́ficas se corresponde

con el nicho de los insectos vectores(Arocha et al. 2005; Gasparich 2010; Davis et al.

2012; Lee et al. 2014; Davis et al. 2016; Fernández et al. 2024).

En Chile, se han reportado fitoplasmas de diferentes grupos ribosomales en vides

(Fiore et al. 2015a), cerezos (González et al. 2011), perales (Facundo et al. 2017),

remolacha (Fiore et al. 2015b), frutillas (Cui et al. 2019), chaura y murta (Arismendi
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et al. 2014), calafate (Madariaga et al. 2019) y cı́tricos (Quiroga et al. 2021), entre

otros. Debido a los sı́ntomas que provoca la enfermedad causada por fitoplasma, éstos

se encuentran en la “lista de plagas” del Servicio Agrı́cola y Ganadero para su detección

en material de propagación (SAG, 2023) evidenciando la preocupación de este organismo

para preservar el patrimonio fitosanitario del paı́s y controlar estos fitopatógenos capaces

de infectar especies comerciales y nativas.

1.8 Fitoplasma del subgrupo ribosomal 16S rRNA XIII-F “Strawberry Phyllody
Chile”

Los fitoplasmas del grupo ribosomal 16SrXIII se encuentran geográficamente en América

Latina y México (Pérez-López et al. 2016), con la excepción de un reporte en Florida,

EEUU (Jomantiene et al. 1998). Es un grupo de fitoplasmas de interés regional ya que

reportes en México, Argentina y Brasil indican sı́ntomas de filodia, virescencia, enrojec-

imiento de las hojas y clorosis en plantas de frutilla infectadas con este grupo ribosomal de

fitoplasma (Fernández et al. 2015; Pérez-López et al. 2016; Melo et al. 2018). Además,

es capaz de infectar otros hospederos vegetales de interés comercial (Fernández et al.

2016) y plantas reservorio como galegas (Cui et al. 2024). En especı́fico, la pauta actual-

izada de clasificación de fitoplasmas indica que gran parte del grupo ribosomal 16SrXIII

corresponde a la especie ’Ca. P. hispanicum’ (Bertaccini et al. 2022), que se conoce

como “Mexican Periwinkle Virescence (MPV) Group”, debido al nombre de su cepa de

referencia.

Ası́, en Chile se ha detectado fitoplasma del subgrupo 16SrXIII-F en frutillas (Cui et

al. 2019), calafate (Madariaga et al. 2019) y cı́tricos (Quiroga et al. 2021). Ensayos en

el laboratorio de fitovirologı́a de la Universidad de Chile comprobaron que este subgrupo

de fitoplasma es el agente causal de la enfermedad “filodia de la fresa” (StrPh) en huertos

de cultivo ubicados en la VI Región del Libertador Bernardo O´Higgins que presentaban

casos graves de filodia e hipertrofia de aquenios (Cui et al. 2019), denominándose a

esta cepa “Strawberry phyllody phytoplasma Chilean strain” (StrPh-CL). Se realizó la

secuenciación y ensamblaje del genoma de esta cepa de fitoplasma del subgrupo 16SrXIII-

F (Cui et al. 2022), quedando disponible por primera vez el ensamblaje del genoma

completo de este grupo ribosomal.

El estudio epidemiológico del fitoplasma StrPh-CL en Chile ha permitido la iden-

tificación de dos insectos vectores: Cixiosoma sp., asociado con transmisión a frutillas

y Trioza berberidis, asociado con transmisión a calafate (Cui et al. 2024). No se han

identificado otros insectos vectores para la transmisión de fitoplasma del grupo 16SrXIII.
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Además, los reportes de detección de fitoplasmas de este grupo no incluyen técnicas de

PCR que amplifiquen genes que codifiquen efectores patogénicos, sino que sólo genes

housekeeping. Por eso, se desconocen los mecanismos moleculares que explican la viru-

lencia de fitoplasmas del grupo 16SrXIII en hospederos vegetales, a pesar de que causan

enfermedades en diferentes regiones de América Latina.

El primer acercamiento a los mecanismos moleculares de virulencia de fitoplasmas del

grupo 16SrXIII en plantas corresponde a un análisis in sı́lico del genoma de StrPh-CL que

identificó 25 genes candidatos que codificarı́an a efectores patogénicos (Cui et al. 2022).

Entre ellos, dos se encuentran anotados como homólogos de los efectores patogénicos

clásicos SAP54 y Tengu. Diez de ellos codificarı́an a homólogos de otras proteı́nas SAP

descritas (Bai et al., 2009), excluyendo a los efectores clásicos SAP11 y SAP05. Por

último, trece de ellos codifican proteı́nas sin homólogos conocidos (Figura 2).

Figura 2. Genes candidatos que codifican a homólogos de efectores patogénicos en StrPh-
CL. 25 genes que codifican candidatos a efectores fueron identificados en el genoma de StrPh-CL. En la
tabla se señalan código de secuencia CDS, longitud predicha de las proteı́nas hipotéticas (en aminoácidos) y
homologı́a con otros efectores, determinada por porcentaje de indentidad aminoacı́dica mayor al 45% (Cui
et al. 2022).

Aun cuando se encuentran anotados genes que codifican homólogos de SAP54 y

Tengu en el genoma de fitoplasma StrPh-CL, estos homólogos presentan mutaciones no

sinónimas en diversas posiciones respecto a sus contrapartes en el fitoplasma AYWB y

OYWB, respectivamente. En particular, el homólogo de Tengu en StrPh-CL presenta una
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adición de 30 aminoácidos en su extremo C-terminal cuya función se desconoce, ya que

no se habı́a reportado una mutación semejante en otras cepas de fitoplasma estudiadas

hasta la fecha (Cui et al. 2022). Además, éste corresponde al primer homólogo de Tengu

descrito para un fitoplasma de grupo distinto al 16SrI (Wang et al. 2014), por lo que

cabe investigar las caracterı́sticas únicas de este efector y su efecto en la virulencia de

fitoplasmas del grupo 16SrXIII.

Por otra parte, el homólogo de SAP54 en StrPh-CL presenta dos residuos aminoacı́dicos

que se relacionan con la capacidad de inducir filodia (Iwabuchi et al. 2020); sin embargo,

posee deleciones en ciertos residuos que impiden asegurar que este efector sea el causante

de los sı́ntomas causados por StrPh-CL observados en campo. Además, este homólogo

posee un 95% de identidad aminoacı́dica con el homólogo activo que se encuentra en un

fitoplasma del grupo ribosomal 16SrIII-J, identificado en diversos hospederos vegetales

en Chile (Gamboa et al. 2019), por lo que falta evidencia empı́rica que respalde la con-

tribución a la virulencia del homólogo de SAP54 en StrPh-CL. Es importante destacar que

no se ha descartado la contribución a la virulencia del patógeno en plantas de ninguno de

los demás 13 candidatos a homólogos de SAPs encontrados en el genoma de StrPh-CL.

Ası́, hasta la fecha se desconocen los mecanismos moleculares de virulencia de fito-

plasmas del grupo 16SrXIII; sin embargo, los análisis in silico de StrPh-CL indican 25

genes que codifican candidatos a efectores patogénicos; de los cuales dos corresponden a

homólogos de familias de efectores clásicos de fitoplasmas. Sin embargo, falta evidencia

empı́rica que relacione a los efectores codificados en el genoma de StrPh-CL con su vir-

ulencia en plantas. Considerando los antecedentes mencionados, se plantea la siguiente

hipótesis:
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2 Hipótesis

Los potenciales efectores homólogos a Tengu y SAPs del fitoplasma del grupo 16SrXIII-F

cepa StrPh-CL contribuyen a la virulencia del patógeno induciendo alteraciones florales

en las plantas modelo Nicotiana benthamiana y Arabidopsis thaliana ecotipo Shahdara.
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3 Objetivo General

Determinar capacidad fitopatogénica de los efectores homólogos del tipo SAPs y Tengu

del fitoplasma 16SrXIII-F cepa StrPh-Cl en Nicotiana benthamiana y Arabidopsis thaliana.
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4 Objetivos Especı́ficos

4.1 Objetivo Especı́fico 1. Establecer correlación entre fenotipo de infección de
Arabidopsis thaliana ecotipo Shahdara y la expresión diferencial de genes que
codifican a potenciales efectores fitopatogénicos homólogos a Tengu y SAPs.

Se realizaron ensayos de transmisión del patógeno a la planta modelo Arabidopsis thaliana

ecotipo Shahdara con insectos vectores del género Cixiosoma sp., capturados en campos

de cultivo de frutilla en la comuna de Litueche, Región de O’Higgins. Luego, se realizó un

ensayo de expresión diferencial en planta v/s insecto de genes que codifican homólogos a

SAPs y Tengu. Finalmente, seleccionaron por ortologı́a los genes que codifican a Tengu

y SAP54 en StrPh-CL como candidatos para recrear la enfermedad en plantas modelo.

4.2 Objetivo Especı́fico 2. Evaluar la capacidad individual de los potenciales efec-
tores fitopatogénicos de fitoplasma del grupo 16SrXIII-F cepa StrPh-CL de in-
ducir sı́ntomas en plantas

Se generaron vectores virales recombinantes de cepas atenuadas de virus Mosaico del

Tabaco (TMV) que expresan los genes tengu strphCL y sap54 strphCL. Se inocularon

mediante transmisión mecánica genomas ssRNA (+) de estos virus recombinantes en plan-

tas de N. benthamiana. Se evaluó la aparición de un fenotipo de infección por fitoplasma

StrPh-CL.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Ensayo de transmisión de StrPh-CL con insectos vectores Cixiosoma sp., cap-
turados en campo a plantas modelo de Arabidopsis thaliana ecotipo Shahdara
(A. thaliana Sha)

5.1.1 Captura de insectos vectores Cixiosoma sp. en huerto de cultivo de frutilla en la

comuna de Litueche, VI Región

Durante el mes de mayo de 2022 se realizaron salidas a terreno en un campo de cultivo

de frutilla en la comuna de Litueche, VII Región del Libertador Bernardo O´Higgins.

Se realizaron barridos con red entomológica tanto en el cultivo como en la vegetación

espontánea que crecı́a entre los cultivos y alrededor del campo. Se identificaron los in-

sectos en campo observando claves morfológicas macroscópicas visibles como tamaño,

forma, color y patrones en el dorso caracterı́sticos de individuos de Cixiosoma sp. (Cui

et al. 2024). Las capturas se realizaron a mediodı́a en dı́as soleados después de llu-

vias, cuando se puede encontrar un mayor movimiento de los insectos en la temporada

de otoño. Se capturaron 60 individuos vivos de Cixiosoma sp. (machos o hembras), que

se guardaron en tubos de ensayo con tapones de algodón y trasladaron a 4°C hacia el

laboratorio de Fitovirologı́a de la Universidad de Chile para utilizarlos en el ensayo de

transmisión de fitoplasma.

5.1.2 Cultivo de Arabidopsis thaliana ecotipo Shahdara, montaje de cámaras de trans-

misión e inicio de contacto con los insectos vectores Cixiosoma sp.

Se sembraron semillas de A. thaliana Sha en sustrato autoclavado en un total de 12 re-

cipientes cuadrados plásticos de 8,5 cm x 8,5 cm x 10 cm (ancho x profundidad x alto),

cada uno con un total de 4 semillas ubicadas equidistantemente en cada extremo del re-

cipiente. Se cultivaron las semillas a 22°C con un fotoperı́odo de 16 h/8 h (luz/oscuridad).

Cuando las plantas cumplieron 20 dı́as de edad fueron cubiertas con un vaso de plástico
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transparente invertido de 20 cm de alto al que se le realizó una incisión circular de 2 cm

de diámetro en la base. El vaso plástico modificado se ajustó al recipiente plástico con

PARAFILM® M sin dejar aberturas, creando una cámara de transmisión. Se utilizó un to-

tal de 11 cámaras para la transmisión. Luego, a cada cámara de transmisión se añadieron

5 insectos vivos capturados en campo (ver 1.1), utilizando el agujero de 2 cm de diámetro

para insertar un tubo de ensayo y dejar caer los insectos por gravedad y se selló el agujero

con un tapón de algodón. Las plantas de A. thaliana Sha se expusieron un total de 10

dı́as a los insectos vectores y luego se realizó la recuperación de los insectos. A modo de

control, se montó una cámara de trasmisión sin insectos. A cada una de las cámaras se le

asignó una letra por orden alfabético desde la A hasta la K.

5.2 Diagnóstico molecular de la infección de A. thaliana Sha y Cixiosoma sp. con
StrPh-CL

5.2.1 Recuperación de insectos de Cixiosoma sp. desde cámaras de transmisión

Una vez transcurridos los 10 dı́as de exposición de las plantas a los insectos vectores,

se añadió aproximadamente 1,5 mL de Acetato de Etilo 99% (Sigma Aldrich) al tapón

de algodón durante 10 minutos para asfixiar a los insectos, para luego retirar el tapón y

recuperar los cuerpos individualmente en tubos Eppendorf de 2 mL. Luego, se congelaron

los insectos en N2 lı́quido y se conservaron a -80°C.

5.2.2 Registro de fenotipo de plantas de A. thaliana Sha y extracción de RNA desde

material vegetal

Luego de la recuperación de los insectos, las plantas se mantuvieron a 22°C, bajo un

fotoperı́odo de 16 h/8 h hasta 90 dı́as post exposición (dpe). Se realizó registro fotográfico

del fenotipo de las plantas cada 5 dı́as en búsqueda de la aparición de sı́ntomas y se

cuantificó el área foliar utilizando ImageJ (Schneider et al. 2012). Se recolectó 0,05 g de

tejido vegetal (hojas y tallos) en los de 15, 45, 80 y 90 dpe, a partir del cual se extrajo RNA

con el kit Plant Virus RNA (Geneaid), según las instrucciones del fabricante. Se evaluó la

calidad de la extracción cualitativamente por electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en

solución TAE 1X y Bromuro de Etidio (BrEt) a una concentración final de 5 mg/mL. La

corrida electroforética se realizó durante 25 minutos a voltaje constante de 150V.

Se analizó la calidad de las muestras verificando por espectrofotometrı́a (utilizando

un nanofotómetro EPOCH) que la razón 260/280 se encontrara en un rango entre 1,8 a 2

y se cuantificó el RNA para posterior sı́ntesis de cDNA.
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5.2.3 Extracción de RNA de insectos Cixiosoma sp.

A partir del material congelado en 4.2.1 se realizó extracción de RNA con un protocolo

mixto utilizando TRIzol™ (Invitrogen) y columnas de sı́lica del kit de extracción de RNA

mirVana™ (ThermoFisher): en primer lugar, se homogenizó la muestra con un pistilo

autoclavado en un tubo Eppendorf de 2 mL sumergido en N2 lı́quido. Se añadieron 500

µL de TRIzol™ (Invitrogen), se homogenizó la muestra y se descongeló en hielo. Luego,

se añadieron 250 µL de isopropanol 100% y se incubó 10 min a 4°C y se centrifugó por

10 min a 12.000 x g a 4°C. Se recuperó la fase acuosa, se añadieron 1,25 volúmenes

de etanol 100% y se homogenizó la muestra por inversión. Se prepararon las columnas

del kit mirVana™ (ThermoFisher), se añadió la mezcla de solución acuosa/etanol y se

centrifugó por 15 seg a 10.000 x g. A partir de este punto, se siguió con el protocolo

de lavado y elución como indican las instrucciones del fabricante de kit mirVana™. Se

evaluó la calidad y cantidad de RNA en las muestras como se describe en 4.2.2.

5.2.4 Sı́ntesis de cDNA a partir de muestras de RNA de A. thaliana Sha y Cixiosoma

sp.

En primer lugar, se realizó digestión del producto obtenido en 4.2.2 y 4.2.3 con DNAsa

I (libre de RNAsa) (Novagen) según instrucciones del fabricante. Luego, se utilizaron

200 ng de RNA para realizar la transcripción reversa con la enzima M-MLV transcriptasa

reversa (Promega), con random primers según protocolo del fabricante. Con el cDNA

obtenido se realizó PCR de genes housekeeping como control de sı́ntesis de DNA (rubisco

(rbc) para cDNA obtenido de plantas y citocromo oxidasa subunidad I (coi) (Tabla 3)

(Folmer et al. 1994), para cDNA de insectos) con Platinum™ Taq DNA polimerasa en las

condiciones que se especifican en la Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de la reacción de PCR.

Reactivo Concentración final Volumen
H2O libre de nucleasas - - µL

Buffer PCR 10X -Mg 1X 3 µL

50 mM MgCl2 2,5 mM 1,5 µL

10 mM dNTP mix 0,33 mM 1 µL

25 µM Partidor forward 0,8 µM 1 µL

25 µM Partidor reverse 0,8 µM 1 µL

Platinum™ Taq DNA polimerasa 4 U 0,2 µL

DNA molde Hasta 500 ng Hasta 5 µL

Volumen total - 30 µL

Para todas las reacciones con Platinum™ Taq DNA polimerasa se siguió el programa

de amplificación estándar que se lista en la Tabla 2.

Tabla 2. Programa de PCR estándar con Platinum™ Taq DNA polimerasa.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturación inicial 94°C 2 min 1

Denaturación 94°C 30 seg
Alineamiento T°m 30 seg 35

Extensión 72°C Te
Extensión final 72°C 5 min 1

Se definió la temperatura de alineamiento según la temperatura de melting (T°m) de

los partidores utilizados para cada reacción y el tiempo de extensión (Te) según el tamaño

del amplicón. Los partidores utilizados para los genes rbc y coi se listan en la Tabla 3,

junto con su T°m, Te y el tamaño del amplicón esperado.

Tabla 3. Secuencia de partidores para amplificación de los genes rbc y coi.

Gen Nombre partidores Secuencia 5´-3´ T°m Te Amplicón

rbc
rbc-F F TACTTGAACGCTACTGCAG

55°C 15 seg 200 pb
rbc-R R CTGCATGCATTGCACGGTG

coi
LCO1490 F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

45°C 45 seg 770 pb
HCO2198 R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

Los fragmentos amplificados por PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa

al 1,2% en solución TAE 1X y Bromuro de Etidio (BrEt) a una concentración final de
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5mg/mL utilizando buffer de carga con azul de bromofenol. La corrida electroforética se

realizó durante 25 min a voltaje constante de 150V.

5.2.5 Diagnóstico de StrPh-CL en muestras A. thaliana Sha y Cixiosoma sp. mediante

amplificación del gen 16S rRNA

A partir de las muestras de cDNA de plantas e insectos obtenidas en 4.2.4 se realizó un

PCR anidado del gen 16S rRNA de fitoplasma con los partidores P1 (Deng et al. 1991)

/ P7 (Smart et al. 1996) y R16F2n / R2 (Gundersen et al. 1996), utilizando la mezcla

de reacción de la Tabla 1 y siguiendo el programa de PCR detallado en la Tabla 2. Las

caracterı́sticas de los oligonucleótidos partidores se listan en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de partidores para amplificación de gen 16S rRNA de fitoplasma.

Gen Nombre partidores Secuencia 5´-3´ T°m Te Amplicón

16S rRNA I
P1 F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT

53°C 90 seg 1815 pb
P7 R CGTCCTTCATCGGCTCTT

16S rRNA II
R16F2n F GAAACGACTGCTAAGACTGG

53°C 70 seg 1200 pb
R2 R TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG

Los fragmentos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa bajo las

condiciones detalladas en 4.2.4. A continuación, se purificó el DNA desde gel utilizando

el kit E.Z.N.A de extracción de DNA desde geles (Omega). Para el clonamiento de los

fragmentos, el DNA purificado se ligó al vector pGEM®-T Easy con T4 DNA Ligasa

(Promega) según instrucciones del fabricante y se transformó en Escherichia coli TOP10

quimiocompetentes. Para esto, se añadió toda la reacción de ligación de 10 µL a 100 µL

de suspensión bacteriana, se mezcló suavemente y se incubó en hielo durante 30 minutos.

Luego, las bacterias se incubaron a 42°C durante 2 minutos, seguidos de una in-

cubación en hielo durante 2 minutos. A la suspensión de bacterias obtenida, se le añadieron

400 µL de medio LB a temperatura ambiente para incubarlas a 37°C durante 1 h con ag-

itación a 180 rpm.

Posteriormente, se sembró 100 µL de la suspensión de bacterias en placas de agar

LB suplementadas con Kanamicina 0,05 mg/mL, Estreptomicina 0,03 mg/mL, X-gal 0,02

mg/mL e IPTG 0,1 mg/mL. Las colonias transformadas se seleccionaron mediante blue-

white screening, se resuspendieron en 20 µL de H2O estéril, se almacenaron a 4°C y luego

se les realizó PCR de colonias siguiendo el protocolo descrito en la Tabla 1. Para esta

reacción se utilizó 1 µL de resuspensión bacteriana como DNA molde y los partidores de

screening SP6/T7 que se listan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Secuencia de partidores para amplificación de los genes clonados en el vector
pGEM®-T Easy.

Gen Nombre partidores Secuencia 5´-3´ T°m Te Amplicón

Clonado en pGEM®-T Easy
SP6 F ATTTAGGTGACACTATAGAA

50°C 70 seg 150 pb+gen
T7 R AATACGACTCACTATAG

Una alı́cuota de los amplicones obtenidos se analizó por electroforesis en gel de

agarosa como se indica en 4.2.4, para luego purificarlos con el kit E.Z.N.A de extracción

de DNA desde geles (Omega). Luego, amplicones de al menos tres clones se enviaron a

secuenciación por el método de Sanger a la empresa Psomagen. Se analizaron los resul-

tados de secuenciación con BLASTn de NCBI utilizando un criterio de al menos un 95%

de identidad para confirmar el diagnóstico de StrPh-CL. Se realizó un alineamiento nu-

cleotı́dico de las secuencias de referencia y las secuencias obtenidas con ClustalOmega,

para luego realizar un árbol filogenético con el método de Máxima Verosimilitud en el

programa programa MEGA v7.0 (Tamura et al. 2021) utilizando 1000 replicados.

5.3 Análisis de expresión relativa de genes que codifican candidatos a efectores fi-
topatogénicos codificados en el genoma de StrPh-CL

5.3.1 Validación de partidores diseñados para qPCR de candidatos a efectores de StrPh-

CL en muestras de A. thaliana Sha y Cixiosoma sp.

Con el objetivo de realizar el análisis de expresión diferencial, se diseñaron partidores en

PrimerBlast para 12 de los 25 genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos

descritos por Cui (Cui et al. 2022), seleccionando sólo aquellos que presentan homologı́a

con efectores SAPs descritos por Bai (Bai et al. 2009), incluyendo Tengu. Además, se

diseñaron partidores para de 5 genes housekeeping de StrPh-CL (Tabla 6), utilizando los

mismos genes constitutivos utilizados por MacLean (MacLean et al. 2011).

Para validar estos partidores, se realizó un PCR utilizando la mezcla de la Tabla 1 y

para cada pareja de partidores se ajustó la T°m y Te indicadas en la Tabla 6 al programa

de PCR indicado en la Tabla 2. Los fragmentos se analizaron por electroforesis en gel

de agarosa como se especifica en 4.2.4, se purificaron y secuenciaron como se indica en

4.2.5.
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Tabla 6. Partidores para qPCR de genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos y genes housekeeping
de StrPh-CL.

Gen Proteı́na homóloga Partidores (5´-3´) T°m Te (seg) Amplicón (pb)

FRU 078 SAP61 F CACTCCCTTCAACCGAAC 51°C 10 101R ATCAATATTACAGTCGTCCC

FRU 080 TENGU F CTGAACAAGACGAAGATATGGA 52°C 20 221R GATAATTTGGCCTCTTTGTCG

FRU 180 SAP67 1 F TATGCAAGCAGAATTGGCAA 52°C 15 161R GATCTTGGCGAGCAATTG

FRU 181 SAP42 1 F GTAATGGCGATGGATAATAA 48°C 15 154R GCAACAAATTTCTTTCTTCG

FRU 199 SAP42 2 F GTAGATATTACAGGACTCCA 49°C 18 178R GATGCAACAAACAACCAC

FRU 383 SAP67 2 F CAAGATCAACCAGAAAGTTC 49°C 14 134R CTTTCTGGACAATCAAAAGC

FRU 442 SAP49 1 F CTAACAGCTGAAATTGAAGA 48°C 14 112R TTCCTAATATACCATTTGCG

FRU 467 SAP40 F TAGTACAAGAAATGGAAACC 47°C 20 189R GTGAAGAAGTATTACGAGAT

FRU 507 SAP49 2 F AATCCAAGAACAATCAGAAG 47°C 14 137R ATATACTATTTGCACCTTCC

FRU 525 SAP54 F ATGAATAATAATGAAGCTGGCCC 53°C 24 235R GTGTTTTATAGGTTTTTAGTTGTTCTTTT

FRU 536 SAP42 3 F ATAATCATCAAGTAATGGCG 46°C 16 162R GATCAAGTTTATTACAATGC

FRU 568 SAP08 F TGCTGGTAAATTTTATTCAAA 46°C 22 212R TTCTTTCTGAAACATTAGGA

AYWB 440 6 fosfofructoquinasa F CTATTAGGTTAAAAGAAGGA 46°C 20 197R TTCTTTCTGAAACATTAGGA

AYWB 254 DNA girasa subunidad A F CTATTAGGTTAAAAGAAGGA 48°C 15 149R CATAACTCCCATACTATTAC

AYWB 064 Docking protein FtsY F TAGCTGTTTTTAATGAAGTA 45°C 15 152R AATAAGGTCTTCTAGTTTTT

AYWB 434 Piruvato kinasa F CTTAATTTTGCTAATATCCC 47°C 15 120R AGTTAAAGTATCTTTGGTAA

AYWB 007 DNA helicasa replicativa F TTTATTAGGAGTATTGCTTT 46°C 18 176R TTTCATTATCTAAAGTGCTA
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Una vez validados los partidores descritos en 4.3.1 se realizó un qPCR con el cDNA

obtenido en 4.2.4 con tres repeticiones técnicas utilizando el kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR

(Promega), que utiliza el intercalante fluorescente BRYT Green®, según instrucciones del

fabricante. Se analizaron los resultados con el software StepOne™ versión 2.3, utilizando

la configuración para la realización de una curva estándar con los mismos parámetros es-

pectrales de la sonda SYBR® Green I, como indican las instrucciones del fabricante. Por

otra parte, los fragmentos obtenidos por qPCR también se visualizaron por electroforesis

en gel de agarosa como se especifica en 4.2.4.

5.4 Construcción de vectores virales pBSG057 recombinantes con los genes
que codifican homólogos de sap54 y tengu en StrPh-CL

5.4.1 Amplificación de fragmentos con polimerasa de Alta Fidelidad

El vector pBSG1057 posee sitios de restricción para clonamiento de genes de interés que

se encuentran rı́o arriba del marco de lectura de la proteı́na de cápside (CP) de una cepa

de Virus Mosaico del Tabaco (TMV) atenuada. La transcripción del virus recombinante

es dependiente de un promotor T7, cuya traducción policistrónica ocurre directamente

en el citoplasma de la célula vegetal. Por esta razón, los genes que codifican efectores

patogénicos en el plásmido no deben portar el péptido señal de exportación (SP), que en

el caso de tengu strphCL corresponderı́a a una deleción entre el nucleótido en la posición

1 a la 90 (tengu:1 90del ). No se realizó la deleción del péptido señal de sap54 strphCL,

ya que estudios previos realizados en el laboratorio indican que la expresión heteróloga

en plantas de sap54 strphCL sin el péptido señal no causa sı́ntomas de filodia (Cui, 2021).

Considerando este antecedente, se realizó el clonamiento de tengu strphCL sin deleción

del SP.

Por otra parte, considerando los antecedentes del péptido de 30 aminoácidos (P) en el

extremo carboxilo terminal de tengu strphCL que no se encuentra en ningún homólogo

conocido (Cui et al. 2022), es que realizó la deleción de P que se encuentra entre los

nucleótidos 214 y 318 de tengu strphCL. Esta deleción se realizó sin la deleción del SP

(tengu:214 318del) y en conjunto con la deleción del péptido señal (tengu:1 90del:214 -

318del). Todos los genes wild type y mutantes obtenidos se describen en la Tabla 7, en

la que se señala aquellos editados en el péptido señal (SP) y en el péptido en el extremo

carboxilo terminal (P).

Para cada gen se diseñó oligonucleótidos partidores con el software SnapGene (Dot-

matics), añadiendo secuencias de restricción TTAATTAA seguida de un codón de inicio
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(ATG) a los partidores forward; y un codón de término (TAA) seguido de la secuencia de

restricción CTCGAG a los partidores reverse (Tabla 7, negrita y subrayado). Este diseño

permitirı́a un corte con las enzimas de restricción PacI y XhoI rı́o arriba y rı́o abajo, re-

spectivamente, de la secuencia obtenida por PCR de las variantes wild type y mutantes de

los homólogos de tengu y sap54 de StrPh-CL (Tabla 7).

Con los partidores diseñados se realizó PCR con la enzima de alta fidelidad DNA

polimerasa Platinum™ SuperFi™ II, según instrucciones del fabricante, a una muestra de

DNA de vinca infectada con fitoplasma StrPh-CL (obtenida en laboratorio y a la cual se

le descartó la infección con otros patógenos). Se utilizó el protocolo de amplificación de

dos pasos para todos los amplicones deseados, según indica el fabricante para oligonu-

cleótidos partidores mayores a 30 nucleótidos de largo.
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ód

ig
o

C
ar

ac
te

rı́
st

ic
as

Se
cu

en
ci

a
(5

´-
3´

)
A

m
pl

ic
ón

SA
P

54
st

rp
hC

L
(w

t)
35

4
pb

sa
p5

4
G

en
ho

m
ól

og
o

de
sa

p5
4

w
ild

ty
pe

F
A

T
C

T
T

TA
AT

TA
A

A
A

A
A

A
TA

G
A

G
A

A
C

A
A

A
A

A
A

A
T

TA
T

G
A

TA
A

A
A

G
G

37
0

pb
R

A
C

T
C

C
T

C
G

A
G

T
TA

A
T

C
A

T
T

TA
A

A
A

TA
T

T
TA

A
A

A
G

T
G

T
T

T
TA

TA
A

G
te

ng
u

st
rp

hC
L

(w
t)

31
8

pb
te

ng
u

A
G

en
ho

m
ól

og
o

de
te

ng
u

w
ild

ty
pe

F
A

C
T

C
T

TA
AT

TA
A

A
T

G
G

TA
A

A
A

A
A

TA
A

A
A

A
T

C
A

TA
T

TA
T

C
A

T
T

T
T

G
34

0
pb

R
A

C
T

C
C

T
C

G
A

G
T

TA
C

T
C

G
A

TA
A

T
T

T
G

G
C

C
T

C
T

T
T

G
T

C
G

C
C

te
ng

u:
1

90
de

l
22

8
pb

te
ng

u
C

G
en

ho
m

ól
og

o
de

te
ng

u
si

n
pé
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5.4.2 A-tailing de amplicones obtenidos

La totalidad de reacción de PCR se analizó por electroforesis en gel de agarosa como

se indica en 4.2.4. Las bandas obtenidas en el tamaño esperado se purificaron según

instrucciones del fabricante con el kit E.Z.N.A de extracción de DNA (Omega Bio-Tek).

Se realizó protocolo de A-tailing al DNA purificado con Platinum™ Taq DNA polimerasa

como indica la Tabla 8, incubando la reacción a 72°C durante 20 minutos.

Tabla 8. Mezcla de A-tailing.

Reactivos Concentración final Volumen
H2O libre de nucleasas - 14,38 µL

Buffer PCR 10X -Mg 1X 3 µL

50 mM MgCl2 2,5 mM 1,5 µL

1 mM dATP 0,2 mM 6 µL

Platinum™ Taq DNA polimerasa 4 U 0,12 µL

DNA molde - 5 µL

Volumen total - 30 µL

5.4.3 Clonamiento de los amplicones correspondientes a sap54, tengu A, tengu C, tengu

F y tengu G en el vector pGEM®-T Easy.

La totalidad de reacción de A-tailing se analizó por electroforesis en gel de agarosa como

se indica en 4.2.4. Las bandas obtenidas en el tamaño esperado se purificaron según

instrucciones del fabricante con el kit E.Z.N.A de extracción de DNA (Omega Bio-Tek)

para luego realizar una ligación con T4 DNA Ligasa (Promega) de los fragmentos cada

uno por sı́ solo en el vector pGEM®-T Easy y posterior transformación por shock térmico

en E. coli TOP10, según el protocolo de clonamiento detallado en 4.2.5.

Los amplicones de los fragmentos clonados obtenidos por PCR se secuenciaron por

método de Sanger por la empresa Psomagen (Maryland, EE. UU.) y se analizaron con el

software BioEdit®, SnapGene® y BLASTn. Las colonias recombinantes confirmadas por

secuenciación se cultivaron en 5 mL de medio LB lı́quido suplementado con Ampicilina

0,05 mg/mL y Estreptomicina 0,03 mg/mL, para luego conservarlas con 2 mL de medio

LB con glicerol al 10% en criotubos de 2 mL a -80°C. El resto de cultivo bacteriano

se utilizó para realizar una extracción de plásmidos con el kit de miniprep GenElute™

(Sigma-Aldrich) según instrucciones del fabricante.
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5.4.4 Digestión de plásmidos pGEMTEasy-sap54, pGEMTEasy-tengu A, pGEMTEasy-

tengu C, pGEMTEasy-tengu F, pGEMTEasy-tengu G y pBSG1057-FRU01 con

las enzimas de restricción PacI y XhoI

Se realizó una digestión simultánea (Tabla 9) con las enzimas de restricción PacI y XhoI

(New England Biolabs) de los plásmidos portadores de sap54 strphCL y de variantes de

tengu strphCL obtenidos en la sección 3.3 y del plásmido pBSG1057. Ambas digestiones

se realizaron a 37°C durante 90 minutos, seguidas de una etapa de inactivación de a 60°C

durante 20 minutos. En este trabajo no se utilizó el vector viral original pBSG1057-GFP,

si no que una versión recombinante producida en el laboratorio, que porta el gen FRU01

de 309 pb que se clonó en el vector pBSG1057 como parte del proyecto en el que se

enmarca esta investigación, utilizando los mismos sitios de restricción para PacI y XhoI.

Ası́, pBSG1057-FRU01 se utilizó para la obtención del backbone de pBSG1057 con

los extremos cohesivos esperados luego de la digestión con las enzimas de restricción.

Tabla 9. Reactivos utilizados para digestión enzimática con PacI y XhoI.

Reactivos Concentración final Volumen
DNA plasmidial 20 ng/ µL -

10x rCutSmart Buffer 1X 5 µL

PacI (10.000 U/mL) 0,2 U/µL 1 µL

XhoI (20.000 U/mL) 0,8 U/µL 2 µL

H2O libre de nucleasas - Hasta 50 µL

Volumen total - 50 µL

Se analizó por electroforesis el volumen total de reacción de digestión en geles de

agarosa al 0,8% en solución TAE 1X y Bromuro de Etidio 5mg/mL. La corrida electro-

forética se realizó durante 30 minutos a voltaje constante de 150V. Las bandas de interés

obtenidas se purificaron con el kit E.Z.N.A de extracción de DNA (Omega Bio-Tek).

5.4.5 Subclonamiento de fragmentos sap54, tengu A, tengu C, tengu F y tengu G digeri-

dos con PacI y XhoI al vector pBSG1057 por complementariedad de bases

Los fragmentos digeridos con PacI y XhoI obtenidos en 3.4 se ligaron al backbone di-

gerido con las mismas enzimas de pBSG1057 con T4 DNA ligasa (Promega), siguiendo

instrucciones del fabricante y considerando una proporción inserto:backbone de 3:1 pon-

derado en kb como se indica en la Tabla 10.
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Tabla 10. Ligación de fragmentos al vector viral pBSG1057.

Reactivos Concentración final Volumen
Ligasa 2X Buffer 1X 5 µL

pBSG1057 (100 ng/µL) 10 ng/µL 1 µL

T4 DNA Ligasa 0,3 Weiss/µL 1 µL

DNA blanco 0,4 ng/µL Entre 1 y 3 µL

H2O libre de nucleasas - Hasta 10 µL

Volumen total - 10 µL

Posteriormente, se realizó la transformación por shock térmico de E. coli TOP10 según

el protocolo de clonamiento detallado en 4.2.5. Luego de la incubación de las bacterias

a 37°C durante 1 h con agitación a 180 rpm, se sembró 100 µL de la suspensión de

bacterias en placas de medio selectivo agar LB suplementado con Ampicilina 0,05 mg/mL

y Estreptomicina 0,03 mg/mL y se dejó crecer toda la noche a 37°C. Las colonias que

crecieron en las placas se resuspendieron en 20 µL de H2O estéril y se les realizó PCR de

colonias con los partidores que se detallan en la Tabla 11, correspondientes a partidores

de screening que se diseñaron adyacentes al sitio de clonamiento del vector.

Tabla 11. Secuencia de partidores utilizados para la detección de genes de interés clonados
en el vector pBSG1057.

Gen Nombre partidores Secuencia 5´-3´ T°m Te Amplicón

Clonado en pBSG1057
TMVinsertoF F GATGATGATTCGGAGGCTACTGTCG

58°C 15 seg 150 pb+ tamaño gen
TMVinsertoR R TTATGCATCTTGACTACCCCTCGA

Los amplicones obtenidos se secuenciaron por método de Sanger por la empresa Pso-

magen y se analizaron con el software BioEdit® y SnapGene®. Las colonias con los

plásmidos recombinantes confirmados por secuenciación se recuperaron, se almacenaron

a -80°C y se les extrajo el plásmido pBSG1057 recombinante con el gen de interés sigu-

iendo la metodologı́a que se indica en 3.3.
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5.5 Obtención de plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con viriones recom-
binantes de TMV como modelo de expresión transiente de los genes que codifi-
can candidatos a efectores patogénicos

5.5.1 Transcripción in vitro de vectores virales recombinantes pBSG1057-sap54,

pBSG1057-tengu C, pBSG1057-tengu F y pBSG1057-gfp

Los vectores virales pBSG1057 recombinantes obtenidos en 3.5 y el vector viral

pBSG1057-gfp se linealizaron realizando la digestión de 2 µg del vector viral purificado

con la enzima de restricción KpnI (New England Biolabs), según instrucciones del fab-

ricante. Se analizó el resultado de la digestión mediante electroforesis en gel de agarosa

y se purificaron las bandas con el plásmido linealizado como se describe en 3.4. Pos-

teriormente, se realizó transcripción in vitro de 1 µg de plásmido linealizado con el kit

mMESSAGE mMACHINE™ T7 (ThermoFisher), según instrucciones del fabricante. La

totalidad de la reacción de transcripción in vitro que contiene ssRNA (+) del virus recom-

binante se utilizó para el protocolo de transmisión mecánica en plantas de N. benthamiana.

5.5.2 Inoculación mecánica de genoma viral ssRNA (+) que codifica el virus recombi-

nante de TMV en el hospedero vegetal N. benthamiana.

Cada genoma viral recombinante obtenido en 4.5.1 se inoculó individualmente a entre 8 a

10 plantas de N. benthamiana, mediante un método de inoculación mecánica modificado

desde Dubes (1972) como sigue: 40 µL de reacción de transcripción con RNA infectivo

se incubó con una solución de bentonita 2 mg/mL en Buffer A (NaCl 137 mM, KCl 2,68

mM, Na2HPO4 8,15 mM y KH2PO4 1,46 mM) durante 1 h a 0°C. Luego del perı́odo de

incubación, se realizaron microheridas con SiO2 (tierra de diatomeas) 95% autoclavado

en las primeras hojas verdaderas de plantas de N. benthamiana de 6 semanas de edad. A

las hojas con microheridas se les aplicó la solución con RNA infectivo, con el objetivo

de que el RNA ingrese a las células vegetales a través de las microheridas y comience un

ciclo replicativo. El protocolo de transmisión mecánica se repitió en las mismas plantas

a las 8 semanas de edad (14 dı́as post inoculación (dpi)) en el segundo nodo de hojas

verdaderas.

Paralelamente, se realizó el mismo protocolo de inoculación mecánica con una solución

idéntica a la mencionada sin RNA infectivo en 4 plantas a modo de control mecánico y 3

plantas sin heridas se utilizaron como control sin daño mecánico.
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5.5.3 Detección de genoma de virus recombinante de TMV en plantas de N. benthami-

ana infectadas

La detección de partı́culas virales recombinantes a los 45 dpi en plantas se realizó ex-

trayendo 0,1 g de trozos de hojas al azar desde el cuarto nodo hacia arriba de la planta,

dado que TMV se mueve estocásticamente dentro de los hospederos vegetales. Para re-

alizar el diagnóstico, se extrajo RNA del material vegetal con el kit Plant Virus RNA

(Geneaid) según instrucciones del fabricante. Luego se realizó sı́ntesis de cDNA como

se indica en la sección 4.2.4, para luego realizar un diagnóstico mediante PCR (Tabla 1),

utilizando los partidores que se señalan en la Tabla 11, que se analizó por electrofore-

sis en gel de agarosa como se describe en 4.2.4. Finalmente, los fragmentos obtenidos

del PCR de diagnóstico de virus recombinante se clonaron, secuenciaron y analizaron

como se indica en 4.2.5 para confirmar la presencia del genoma del virus recombinante

en plantas.

5.5.4 Transmisión de viriones recombinantes de TMV desde material vegetal infectado

de N. benthamiana a plantas sanas de N. benthamiana

Se extrajo 0,1 g de hojas de N. benthamiana infectadas con viriones recombinantes de

TMV detectadas en 5.5.3. El material vegetal se homogenizó en 1mL de Buffer A (de-

scrito en 5.5.2) para luego inocular 10 µL en dos hojas verdaderas del segundo nodo de

plantas sanas de N. benthamiana de tres semanas de edad. La solución de Buffer A con

material vegetal homogenizado sobrante se congeló a -80°C para futuras inoculaciones.

Tanto a las plantas inoculadas como los controles sin inoculación se les realizó un PCR

de diagnóstico del virus recombinante como se indica en 5.5.3.
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6 Resultados

6.1 Sı́ntomas de infección de fitoplasma StrPh-CL en A. thaliana ecotipo Shahdara

Según estudios realizados por Cui et al. 2024, se ha demostrado que el fitoplasma StrPh

CL puede transmitirse a las plantas modelo de Catharanthus roseus (vinca) utilizando los

insectos vectores Cixiosoma sp. Esta infección causa sı́ntomas de filodia, virescencia y

arrosetamiento, lo que se condice con la enfermedad de la filodia de la frutilla observada

en campo (Cui et al. 2019). En este trabajo, se utilizaron estos insectos vectores cap-

turados en campo para realizar un ensayo de transmisión de StrPh-CL a la planta modelo

A. thaliana Sha. Este ecotipo es susceptible al virus del Mosaico del Tabaco (Golem et

al. 2003), lo que lo hace un buen modelo de estudio para restitución de la sintomatologı́a

de la infección de StrPh-CL, mediante la expresión heteróloga de candidatos a efectores

fitopatogénicos usando este virus como vector.

A partir del ensayo de transmisión se obtuvieron 3 plantas de A. thaliana Sha infec-

tadas con fitoplasma (6,8% del universo de plantas expuestas al insecto), designadas con

los códigos F-C, I-A y E-A. El genoma del fitoplasma StrPh-CL fue detectado con éxito

mediante PCR y secuenciación de gen 16S rRNA en sólo una ocasión en cada planta: en

F-C a los 15 dpe; I-A a los 45 dpe y E-A a los 70 dpe. Las secuencias obtenidas desde las

muestras vegetales se agruparon con un boostrap de 100 dentro del grupo de ´Candidatus

Phytoplasma hispanicum´, especı́ficamente dentro del subgrupo 16SrXIII-F (Figura 3),

confirmándose el diagnóstico de StrPh-CL.
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Figura 3. A. thaliana Sha I-A, F-C y E-A; y los insectos E-2, F-1, I-4 e I-5 de Cixiosoma
sp. son portadores de fitoplasma del subgrupo ribosomal 16SrXIII-F. Comparación filogenética
entre diferentes especies de fitoplasmas y las muestras de A. thaliana y Cixiosoma sp. El árbol filogenético
se realizó con el método de Máxima Parsimonia utilizando el gen 16S rRNA. Se utilizó ClustalW para el
alineamiento y se analizó con la opción de deleción completa. Se utilizó Acholeplasma laidlawii cepa NC
0101163 como raı́z del árbol. Los números en los nodos representan el porcentaje de bootstrap obtenidas
para 1000 replicados. Se puede observar como las muestras de plantas I-A, F-C y E-A (Puntos verdes) y
de insectos E-2, F-1, I-4 e I-5 (Puntos rojos) se encuentran dentro del grupo de ´Candidatus Phytoplasma
hispanicum´, especı́ficamente dentro del subgrupo 16SrXIII-F representado por la cepa StrPh-CL (Punto
azul), con código de acceso GenBank JAGVRH000000000.

Las plantas F-C y E-A presentaron un desarrollo morfológico normal de hojas, tallos,

flores y frutos hasta los 70 dpe (Figura 4C y D), a diferencia de la planta I-A en la que

se observó sintomatologı́a de infección por fitoplasma: aumento del desarrollo foliar y

falta de elongación de tallo hasta los 40 dpe (Figura 4E, 5C), respecto a los controles

con y sin insectos (Figura 4A y B). Los controles con y sin insecto presentaron tiem-

pos de desarrollo de estructuras vegetativas semejantes, a diferencia de los controles con

exposición a insecto presentaron amarillamiento en las hojas entre los 7 y 11 dpe, que

podrı́a deberse a estrés biótico (Figura 4B). Sin embargo, se pudo observar una reversión

del amarillamiento de las hojas del control con exposición a insecto a los 25 dpe (Figura
4B), indicando que el fenotipo de los controles con exposición a insecto se normaliza

asemejándose a los controles sin exposición a insecto a medida que pasa el tiempo hasta
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llegar a los 40 dpe.

Figura 4. La planta de A. thaliana ecotipo Shahdara I-A presenta sı́ntomas de infección por
StrPh-CL. A. Desarrollo de plantas de A. thaliana sin insectos desde los 7 dpe hasta los 70 dpe B. Control
de A. thaliana expuestas a insectos sin fitoplasma (n plantas=42), cámara de transmisión D C. En amarillo
se destaca A. thaliana F-C asintomática; en rojo se destaca el dı́a de diagnóstico con StrPh-CL (11 dpe) D.
En naranjo se destaca A. thaliana E-A asintomática; en rojo se destaca el dı́a de diagnóstico con StrPh-CL
(70 dpe). E. En morado se destaca A. thaliana I-A sintomática; en rojo se destaca el dı́a de diagnóstico con
StrPh-CL (40 dpe). Se puede observar un aumento del área foliar a los 40 dpe.
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El fenotipo de la planta I-A infectada con StrPh-CL difiere de los controles a los 40

dpe, ya que se observó el doble del área foliar promedio de los controles con o sin insecto

(Figura 5A). Al mismo tiempo, se observó una disminución de la altura producto de la

inhibición de la elongación del tallo respecto a los controles y las plantas asintomáticas,

presentando una altura 5 veces menor (Figura 5B y C). Por su parte, a los 40 dpe ambos

grupos control poseen promedios de área foliar (Figura 6A) y altura (Figura 6B) simi-

lares, reforzando la idea de que los controles con exposición a insecto se recuperan del

estrés biótico a medida que pasa el tiempo.
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Figura 5. La planta sintomática de A. thaliana Shahdara infectada con StrPh-Cl presenta
una mayor área foliar y una disminución de la altura a los 40 dpe. A. Se muestran los valores de
área foliar a los 40 dpe cuantificados con ImageJ de los controles con insectos (n=42) y sin insectos (n=4),
la plantas asintomáticas F-C y E-A y la planta sintomática I-A. Se observa que la planta sintomática I-A
presenta aproximadamente el doble de área foliar que los controles con insectos B. Se muestran los valores
de altura a los 40 dpe cuantificados con ImageJ de los controles con y sin insectos, la plantas asintomáticas
F-C y E-A y la planta sintomática I-A. Se observa que la planta sintomática I-A presenta aproximadamente
cinco veces menos altura que los controles con y sin insectos C. Fotografı́as a los 25 y 40 dpe de la planta
sintomática I-A. Se observa un retraso en la elongación de tallo a los 40 dpe.
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Paralelamente, a los 25 dpe se pudo observó un nulo desarrollo floral de la planta

I-A infectada con StrPh-CL; mientras que los controles ya presentaban desarrollo floral

(Figura 6A, B y C). A los 40 dpe, la planta sintomática presenta la aparición de botones

florales, aún sin elongación de tallo (Figura 6A). Sin embargo, luego de los 40 dpe de-

sarrolló flores con normalidad, pero con 25 dı́as de retraso respecto a las plantas control

con y sin insectos (Figura 6A, B y C). Por su parte, las flores presentaron un fenotipo sin

alteraciones, sin anormalidades en el desarrollo de silicuas y semillas a los 70 y 90 dpe

(Figura 6A). Considerando los antecedentes descritos, es posible afirmar que la planta

I-A de A. thaliana Sha a los 40 dpe a StrPh-CL presenta una disminución de la altura y un

aumento del área foliar, además de un retraso del desarrollo floral y elongación de tallo.

Esto indica que la planta I-A infectada con StrPh-CL retrasó su crecimiento reproductivo

o alargó su fase vegetativa adulta durante 25 dı́as.

A partir de los 40 dpe en adelante las plantas control sin exposición a insecto comen-

zaron la senescencia, la cual en las plantas con exposición a insecto se inició a los 50 dpe

(Figura 4A y B). Se observó el término del ciclo de vida a los 70 dpe de todas las plantas

control, mientras que la planta infectada I-A vivió hasta los 90 dpe. Esto implica que la

planta infectada tuvo una sobrevida de 20 dı́as respecto a los controles y tuvo un fenotipo

juvenil durante 25 dı́as más.

Paralelamente, se diagnosticó un total de 4 insectos portadores de fitoplasma StrPh-

CL utilizados en el ensayo de transmisión designados con los códigos E-2, F-1, I-4 e I-5

(Figura 3). Los insectos E-2 y F-1 se encontraban en contacto con las plantas E-A y F-C

respectivamente, mientras que los insectos I-4 e I-5 se encontraban en contacto con la

planta I-A. No se detectó fitoplasma en los 51 insectos restantes utilizados en el ensayo,

lo que explica la ausencia de plantas infectadas en las 8 cámaras de transmisión en las que

se encontraban. Ası́, se consideraron estas plantas como controles negativos de plantas

expuestas a insecto sin StrPh-CL, descartando que los sı́ntomas observados en la planta

I-A se deban a estrés biótico.

En sı́ntesis, a partir del ensayo de transmisión se obtuvo una planta de A. thaliana Sha

infectada con el fitoplasma StrPh-CL, siendo la primera vez que se pueden caracterizar

los sı́ntomas causados por StrPh-CL en plantas modelo. Contar con esta información es

vital para ser capaces de restituir sı́ntomas a través de la expresión heteróloga de efectores

en escala de laboratorio, ya que la sintomatologı́a asociada al patógeno depende también

del hospedero, tal como se puede observar entre la planta I-A obtenida en este estudio y

la sintomatologı́a observada en frutillas de campo.
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6.2 Expresión diferencial de genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos
de StrPh-CL en A. thaliana Sha v/s Cixiosoma sp.

Se realizó un ensayo de expresión diferencial mediante qPCR para luego obtener la ex-

presión relativa de cada gen utilizando el método ∆∆ct, que estandariza la expresión rel-

ativa con la expresión de genes housekeeping. El criterio de validación de partidores de

genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos de StrPh-CL se basó en lo sigu-

iente: 1) la pareja de partidores debı́a amplificar en la muestra de DNA de vinca infectada

con StrPh-CL; 2) la pareja de partidores no debı́a amplificar la muestra de DNA de vinca

sin infectar; y 3) la pareja de partidores no debı́a amplificar en las muestras de cDNA

de A. thaliana Sha sanas y cDNA de Cixiosma sp. sanos. Además, se utilizó la muestra

de Vinca infectada con fitoplasma del subgrupo ribosomal 16S rRNA III-J (Gamboa et

al. 2019) para evaluar la especificidad de los partidores entre grupos de fitoplasmas, ya

que presentan algunos efectores homólogos en común son StrPh-CL. Sin embargo, esto

no constituyó un criterio para el descarte de partidores. Bajo estos criterios, se validaron

8 pares de partidores de genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos y 2

genes housekeeping de StrPh-CL que se listan en la Figura 7.
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Figura 7. Partidores validados de qPCR para genes que codifican candidatos a efectores
fitopatogénicos de StrPh-CL. Los partidores para cada uno de los genes se encuentran listados en la
Tabla 6 de la sección Metodologı́a. Los fragmentos amplificados de los genes que codifican candidatos se
comprobaron mediante secuenciación, analizándolos con el software BioEdit. Se validaron 8 de 12 pares de
partidores de genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos de StrPh-CL; y 2 pares de partidores
de 5 pares diseñados para genes housekeeping . Como muestras para la validación se utilizaron muestras de
DNA de vinca sin fitoplasma, vinca con fitoplasma del subgrupo ribosomal III-J, cDNA de A. thaliana sin
fitoplasma y cDNA de Cixiosoma sp. sin fitoplasma. Como control positivo se utilizó DNA extraı́do de una
vinca infectada con StrPh-CL.

Para determinar las condiciones óptimas de concentración de partidores y de cDNA

inicial, se realizó qPCR con muestras de cDNA de vinca infectada con StrPh-CL y cDNA

de insectos infectados con los partidores de genes housekeeping de StrPh-CL. Sin em-

bargo, no se obtuvieron señales del intercalante fluorescente BRYT Green®, aunque sı́ se

obtuvieron señales de la sonda pasiva, que correspondı́a al fluoróforo ROX. Los resultados

de qPCR, por lo tanto, se visualizaron por electroforesis como se indica en la sección 2.2

de Metodologı́a, observándose bandas de productos de PCR del tamaño esperado (entre

100 y 210 pb) para los partidores validados de genes housekeeping (Figura 8). Debido

a estos problemas técnicos, no fue posible determinar la expresión relativa en planta v/s

insecto de los candidatos a efectores fitopatogénicos.
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Figura 8. La expresión de genes housekeeping de StrPh-CL con el kit GoTaq® RT-qPCR
(Promega) puede evaluarse a una concentración de partidores de 225 µM con una dilución
de cDNA de hasta 1:100. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones obtenidos de
qPCR realizado con el kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR con partidores que amplifican un fragmento del gen
6 fosfofructoquinasa de StrPh-CL. En la parte superior de cada carril se señala la concentración de partidores
utilizada y la dilución de la muestra de cDNA de vinca infectada con StrPh-CL.

6.3 Obtención de plantas de N. benthamiana infectadas con viriones recombinantes
de TMV que expresan el gen sap42 strphCL

Considerando los problemas técnicos para obtener los ensayos de expresión diferencial y

ası́ seleccionar aquellos genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos según

su sobreexpresión en planta v/s insecto, se seleccionaron para la expresión heteróloga

en plantas de N. benthamiana los genes homólogos de SAP54 y TENGU de StrPh-CL

debido a los antecedentes en literatura que respaldan la contribución a la virulencia de

estos genes en hospederos vegetales (Hoshi et al. 2009; MacLean et al. 2011; Sugawara

et al. 2013; Minato et al. 2014; Iwabuchi et al. 2020). ; a diferencia del resto de los 6

SAPs con partidores para qPCR validados (Figura 7) de los cuales no se ha demostrado

su contribución a la virulencia en plantas o insectos.

Es importante señalar que el homólogo de SAP54 en StrPh-CL presenta un 95% de

identidad aminoacı́dica con la proteı́na homóloga a SAP54 presente en un fitoplasma del

subgrupo 16SrIII-J detectado en Chile, que sı́ causa arrosetamiento en plantas (Gamboa

et al. 2019), por lo que es posible que el sı́ntoma severo de filodia en frutillas causado por

la infección de StrPh-CL se deba a la expresión del homólogo de SAP54 en plantas.
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Por otra parte, se ha demostrado que Tengu contribuye a la virulencia del patógeno en

plantas; sin embargo, nunca se ha estudiado la capacidad de inducir sı́ntomas en un fito-

plasma distinto al grupo ribosomal 16SrI (Hoshi et al. 2009; Wang et al. 2014). Además,

es posible que la filodia observada en campo se deba a una alteración floral en su extremo

causada por cambios en la vı́a de señalización de JA y auxinas, vı́as hormonales que in-

terrumpe Tengu en otros modelos vegetales causando esterilidad de flores (Minato et al.

2014). La secuencia aminoacı́dica de tengu strphCL presenta 9 de los 11 aminoácidos

requeridos para la inducción de sı́ntomas en plantas, siendo los dos aminoácidos restantes

de la misma naturaleza quı́mica que los del hómologo activo (Sugawara et al. 2013).

Paralelamente, se desconoce la función del péptido de 30 aminoácidos en el extremo

carboxilo terminal que se ha reportado exclusivamente en el homólogo de Tengu codifi-

cado en el genoma de StrPh-CL (Cui et al. 2022), por lo que el estudio de la contribución

a la virulencia de Tengu en StrPh-CL darı́a nuevas luces en la investigación de este efector.

Dados los antecedentes bibliográficos y los problemas técnicos para obtener resultados de

expresión relativa de candidatos a efectores fitopatogénicos, es que se seleccionaron los

homólogos de Tengu y SAP54 codificados en StrPh-CL para su expresión heteróloga en

plantas y evaluación de contribución a la virulencia.

De esta manera, se construyeron plásmidos recombinantes en el vector viral pBSG1057

con los genes sap54 strphCL y tengu strphCL. Es importante considerar que las investi-

gaciones realizadas en Tengu (Hoshi et al. 2009; Sugawara et al. 2013; Minato et al.

2014) y en los demás efectores descritos (Bai et al. 2009; MacLean et al. 2011; Huang

et al. 2021) han determinado la contribución del efector a la virulencia expresándolo

heterólogamente en planta sin el péptido señal (SP).

Por ese motivo, además de construir un plásmido recombinante con tengu strphCL

wild type, se construyó un plásmido con una variante mutante tengu strphCL con una

deleción del SP (tengu:1 90del), y otra con una deleción en el SP y el péptido de 30

aminoácidos en el extremo carboxilo terminal (tengu:1 90del:214 318del), de modo de

poder determinar la contribución este péptido (P) a la virulencia del patógeno.

Paralelamente, se determinó que la expresión heteróloga del gen sap54 strphCL se

realizarı́a con el SP, ya que trabajos preliminares realizados en el laboratorio indican que

el gen sap54 strphCL sin SP no causarı́a sı́ntomas en plantas (Cui 2021), por lo que en

este trabajo se construyó y se inoculó sólo la variante wild type de sap54 strphCL.

En sı́ntesis, se construyeron 5 vectores virales recombinantes (Tabla 8): pBSG1057-

sap54 strphCL (wt), pBSG1057-tengu strphCL (tengu A), pBSG1057-tengu:1 90del

(tengu C), pBSG1057-tengu:1 90del:214 318del (tengu F) y pBSG1057-tengu:214 318del

(tengu G), confirmados mediante secuenciación (Figura 9).

40



Considerando el número de plantas requeridas para el ensayo y la evidencia que

respalda la inoculación de tengu strphCL sin SP, se realizó la inoculación en planta de

cuatro vectores virales recombinantes ssRNA (+): sap54 strphCL (wt), tengu:1 90del y

tengu:1 90del:214 318del, además del vector control que expresa GFP.

Antecedentes del laboratorio indican que la eficiencia de infección de N. benthamiana

con el vector viral pBSG1057 es de alrededor del 20%, por lo que utilizaron entre 8 y

10 plantas por vector para obtener al menos 2 réplicas de infección. Sin embargo, en el

diagnóstico de los 45 dpi no se obtuvieron plantas infectadas con el virión recombinante

que expresara los genes sap54 strphCL, tengu:1 90del, tengu:1 90del:214 318del o gfp,

con la única excepción de la planta F Nb3, inoculada con el genoma viral que expresa

tengu F (tengu:1 90del:214 318del). El PCR de diagnóstico de F Nb3 indicó un amplicón

de 350 pb de inserto en el genoma viral del virus con el que se encontraba infectada,

distinto al tamaño esperado de 280 pb para tengu F, gen supuestamente contenido en el

vector inoculado (Figura 10).
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Figura 10. RT-PCR de diagnóstico a los 45 dpi de infección con genomas recombinantes de
TMV en plantas de N. benthamiana. Los partidores utilizados amplifican 150 pb en total adyacentes al
sitio de recombinación (Tabla 12) A. sap54 strphCL (wt) B. tengu C (tengu:1 90del) C. controles sin daño
mecánico (Nb1-3) y con daño mecánico (Nb4-7) D. gfp E. tengu F (tengu:1 90del:214 318del) F. Controles
positivos de plásmido purificado pBSG1057-gfp (tamaño 800 pb), control negativo 1 (PCR) y control negativo
2 (mix de sı́ntesis de cDNA).

La secuenciación de este amplicón de 350 pb indicó que en el genoma del virus se

encontraba, con un 100% de identidad, el gen FRU 181 de StrPh que codifica al homólogo

de SAP42, nombrado a partir de ahora sap42 strphCL (Figura 11). Es decir, la planta se

encontraba infectada con un virus recombinante que expresaba sap42 strphCL y no tengu

F. Se descartó una co-infección con dos virus recombinantes realizando un PCR al cDNA

del material vegetal infectado utilizando los partidores especı́ficos para los genes sap42 -

strphCL y tengu F listados en la Tabla 7 (datos no mostrados).
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Figura 11. La planta FNb3 de N. benthamiana se encuentra infectada con un virus recom-
binante de TMV que expresa el gen sap42 strphCL Alineamiento nucleotı́dico con un 100% de
identidad entre producto de PCR de 350 pb obtenido en laFigura 10 con la secuencia de sap42 strphCL.

El origen de esta infección con un virus recombinante que no expresa el efector es-

perado se encuentra en el DNA plasmidial del clon recombinantes de E. coli TOP 10

con el vector pBSG1057- tengu F, que se habı́a confirmado como portador de este plas-

midio por secuenciación (Figura 9D). Sin embargo, en una segunda secuenciación de

amplicón de PCR con partidores especı́ficos listados en la Tabla 7 se confirma que esta

colonia porta el gen sap42 strphCL (Figura 12B). Por otra parte, en el cromatograma

de la primera secuenciación realizada con partidores de screening del sitio de recombi-

nación de pBSG1057 (Figura 12C) puede observarse ruido inespecı́fico bajo los peaks

cromatográficos, que podrı́a deberse al amplicón correspondiente a sap42 strphCL en-

mascarado por el amplicón de tengu F (Figura 12C). Este ruido no se observó en el

cromatograma de la secuenciación de los demás clones recombinantes obtenidos en este

trabajo, por lo que serı́a seguro afirmar que se obtuvieron con éxito el resto de vectores

virales (Figura 9).

En sı́ntesis, nuestros resultados sugieren que se utilizó una mezcla de plasmidios con

origen en el mismo clon recombinante (pBSG1057-tengu F y pBSG1057-sap42 strphCL)

para la transcripción in vitro y posterior infección de plantas; en la que tuvo éxito la in-

fección con el virus recombinante de TMV ssRNA (+) que expresa el efector sap42 -

strphCL. Este clon recombinante con los plasmidios pBSG1057-tengu F y pBSG1057-

sap42 strphCL tendrı́a su origen en el subclonamiento de tengu F en pBSG1057, ya que

el backbone de pBSG1057 se obtuvo a partir de la digestión con enzimas de restricción

(Figura 12A) del vector pBSG1057-sap42 strphCL (Metodologı́a, sección 3.4). Es posi-

ble que la digestión del backbone se haya realizado de forma incompleta, realizándose

la transformación de E. coli TOP 10 con la mezcla de plasmidios pBSG1057-tengu F y

pBSG1057-sap42 strphCL.
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Figura 12. Inoculación de un virus de TMV recombinante que expresa el gen sap42 strphCL en plantas de N.
benthamiana. A. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en la que se observa la digestión de plásmidos con PacI y XhoI. Se observa
una banda de 210 pb como producto de digestión de pBSG1057-FRU01, que corresponde al tamaño esperado. Además, se observa una
banda a los 10.000 pb, tamaño del vector pBSG1057 linealizado B. Alineamiento nucleotı́dico de plásmidos extraı́dos de la colonia
F1T6 1050 C contra el gen tengu F (tengu:1 90del:214 318del) en el que se observa la identidad de la secuenciación con este gen C.
Cromatograma de la secuenciación con el partidor forward de diagnóstico de virus recombinante. En un cuadrado rojo, se destaca el
ruido bajo los peaks cromatográficos que podrı́an corresponder al gen sap42 strphCL.
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6.4 Sı́ntomas de plantas de N. benthamiana infectadas con viriones recombinantes
de TMV que expresan el gen sap42 strphCL

La planta F Nb3 diagnosticada con el virión recombinante de TMV que expresa el gen

sap42 strphCL no presentó sı́ntomas visibles de infección (Figura 13A) hasta los 10

dpi, después de los cuales se observaron alteraciones en el tejido vegetativo de la planta,

como proliferación de brotes en los internodos y hojas rugosas y enrolladas hacia el envés

(Figura 13B). Estos sı́ntomas se agravaron desde los 45 dpi con la aparición de ampollas

en las hojas (Figura 13C) y zarcillos en el tallo (Figura 13D), además del desarrollo de

que hojas filiformes a los 75 dpi en el extremo apical de la planta (Figura 13E). Todos

los sı́ntomas descritos en tejido vegetativo fueron acumulativos a lo largo del tiempo y se

presentaron hasta los 105 dpi.

Por otra parte, desde los 28 dpi se observó una alteración de la arquitectura de la

planta, presentando una disminución de la altura respecto a los controles hasta los 105

dpi (Figura 14A), aun cuando se pudo observar un alargamiento del tallo en estadios más

avanzados de desarrollo (Figura 14A y B). Además, se pudo observar un acortamiento de

los internodos de planta desde los 28 dpi (Figura 15), por lo que se podrı́a afirmar que la

planta F Nb3 presenta sı́ntomas tı́picos de enanismo. Por otra parte, desde los 45 dpi se

pudo observar claramente el desarrollo de más de un tallo principal en FNb3, aun cuando

las plantas de N. benthamiana sólo poseen un tallo principal (Figura 15).
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Figura 13. La planta de N. benthamiana infectada con un virus recombinante de TMV que expresa el gen sap42 -
strphCL presenta alteraciones en el desarrollo de tejido vegetativo desde los 28 dpi. A. Plantas control con y sin daño
mecánico presentan un fenotipo semejante a la planta infectada FNb3 hasta los 10 dpi B. La planta FNb3 presenta hojas rugosas (flecha
roja) respecto al control sin daño mecánico. C. A partir de los 45 dpi, se observa la aparición de ampollas en las hojas de FNb3. En
la parte superior, una hoja wild type bajo lupa 40x; y en la parte inferior, una hoja de FNb3 con ampolla (flechas rojas) D. Aparición
de zarcillos a los 45 dpi. Las plantas wild type no presentan zarcillos E. A la izquierda, se observa el extremo apical de una planta sin
daño mecánico que presenta hojas de forma oblanceolada; a la derecha, con flechas rojas, hojas filiformes de FNb3.
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Figura 14. La planta de N. benthamiana infectada con un virus recombinante de TMV que expresa el gen sap42 -
strphCL son más pequeñas que los controles con y sin daño mecánico hasta los 105 dpi. A. Gráfico de crecimiento de
plantas de N. benthamiana control con daño mecánico (n=29), N. benthamiana control sin daño mecánico (n=3) y FNb3. Se observa
que FNb3 presenta un tercio de la altura que sus contrapartes control, y que comienza a crecer levemente entre los 85 y 105 dpi B.
Fotografı́as a los 85 y 105 dpi de FNb3 y los controles con y sin daño mecánico. Se puede observar que FNb3 comienza a elongar el
tallo entre los 85 y 105 dpi; llegando a alcanzar 20 cm a los 150 dpi (datos no mostrados).
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Figura 15. La planta de N. benthamiana infectada con un virus recombinante de TMV que
expresa el gen sap42 strphCL presenta un acortamiento de los internodos. Fotografı́as de arqui-
tectura de controles con y sin daño mecánico v/s FNb3. A la derecha de cada fotografı́a se puede observar
destacado en rojo el tallo principal y en negro el pecı́olo de las hojas. Las hojas de N. benthamiana control
nacen desde un tallo principal intercaladamete y se puede observar un espaciamiento entre los nodos, mien-
tras que en FNb3 se puede observar el acortamiento de los internodos desde los 28 dpi y la aparición de más
de un tallo principal a partir de los 45 dpi.

Además de las alteraciones en el tejido vegetativo y la arquitectura de F Nb3, se ob-

servaron diferentes alteraciones florales en todas las flores de la planta observadas hasta

los 105 dpi. Éstas incluyen pérdida de la anatomı́a de la flor como flores más cortas,

alteraciones en la simetrı́a, forma o color de los pétalos, además de alteraciones en la lon-

gitud, tamaño o ubicación de los estambres y anteras (Figura 16A-J) respecto a las flores

control (Figura 17A-H, M-Ñ).
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Figura 16. La planta de N. benthamiana infectada con un virus recombinante de TMV que
expresa el gen sap42 strphCL presenta diversas alteraciones florales. A. Presencia de flores más
pequeñas sin alteraciones en estambres o anteras B. Flor de tamaño normal con alteraciones en la morfologı́a
de los pétalos y estambres C.D.H. Fotografı́a 40x de alteraciones en la morfologı́a y color de los pétalos
E.F.G. Se pueden observar alteraciones de la morfologı́a de los estambres en la flor destacadas con las flechas
rojas; además de la aparición de pétalos en estadı́os más avanzados de senescencia de la flor. I.J. Alteraciones
en la simetrı́a de la flor, en las que se forma sólo la mitad de pétalos
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Figura 17. Progresión de desarrollo de flores y frutos de N. benthamiana wild type. A-H.
Desarrollo de flores de N. benthamiana a través del tiempo M-Ñ. Antesis de flor de N. benthamiana H-L.
Desarrollo de frutos de N. benthamiana hasta la dehiscencia (L).
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Si bien en la anatomı́a de las flores no se observó una alteración de la morfologı́a del

pistilo, se puede observar una retención del pistilo desde la senescencia de la flor hasta

la formación del fruto (Figura 18A-H), a diferencia de los frutos control. Los frutos de

N. benthamiana corresponden a cápsulas ovoides (de angular a obtuso) de color café que

al alcanzar la dehiscencia arrojan semillas esféricas (Figura 17I-L). Los frutos de F Nb3

no alcanzaron la dehiscencia y permanecieron de un color verde que palideció a medida

que pasó el tiempo, por lo que se desconoce si los frutos contienen semillas en su interior

(Figura 18I).

Por otra parte, se replicó el fenotipo observado en plantas de N. benthamiana infec-

tadas con un virus recombinante que expresa sap42 strphCL, obteniendo con éxito 11

replicados utilizando el protocolo mencionado en la sección 5.5.4 de Metodologı́a. Se

observó la misma sintomatologı́a tanto para tejido vegetativo como tejido reproductivo en

plantas infectadas (Figura 19).

En sı́ntesis, la planta infectada con un virión recombinante de TMV que expresa el

gen sap42 strphCL presenta alteraciones foliares, sı́ntomas de enanismo, alteraciones flo-

rales y de fruto que permanecen hasta los 105 dpi aun cuando los controles del ensayo

ya alcanzaron la senescencia en este tiempo. Esto podrı́a sugerir que los sı́ntomas induci-

dos por sap42 strphCL provocarı́an una extensión de la vida de la planta, generando un

fenotipo de crecimiento vegetativo incluso cuando ya se han desarrollado flores, lo que

beneficiaria el crecimiento de insectos vectores en la planta infectada y la propagación de

fitoplasma (Bertaccini 2022).
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Figura 18. La planta de N. benthamiana infectada con un virus recombinante de TMV que expresa el gen sap42 -
strphCL presenta alteraciones en el desarrollo del fruto. A-E. Fotografı́as de frutos de FNb3 con retención de pistilo señalado
con flechas rojas. F. Fruto con morfologı́a y color alterados. G. Formación de frutos dobles. Se destacan con flechas rojas los pistilos
de cada uno de los frutos. H. Aparición de pétalos durante la formación de frutos. En rojo se señala el pistilo retenido. I. Desarrollo
de un fruto desde los 65 a los 105 dpi con morfologı́a alterada y que no alcanza la dehiscencia. Ninguno de los frutos expuestos en los
paneles A-H alcanzó la dehiscencia.
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Figura 19. El fenotipo de plantas de N. benthamiana infectadas con un virus recombinante de TMV que expresa el
gen sap42 strphCL es replicable. A Control de N. benthamiana con daño mecánico. No se observan alteraciones en la morfologı́a
de la flor ni en tejido vegetativo . B. Fenotipo de hojas arrugadas y ampollas C. Aparición de ampollas en hojas. D. Fenotipo de hojas
arrugadas, enrolladas hacia el envés y acortamiento de los internodos E. Alteraciones del fruto con retención de pisitlo y presencia de
estamen alargado.
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7 Discusión

7.1 Sı́ntomas de retraso en el desarrollo floral, retraso de elongación de tallo y
aumento de área foliar en Arabidopsis thaliana ecotipo Shahdara infectadas
con fitoplasma StrPh-CL

Los fitoplasmas son patógenos intracelulares estrictos, lo que dificulta su cultivo axénico.

Si bien se ha desarrollado técnicas de cultivo axénico para algunos subgrupos ribosomales

(Contaldo et al. 2012; 2016), las técnicas de cultivo consisten en la conservación en

planta de material infectado, en invernaderos o cultivo in vitro. En este trabajo, para la

transmisión de StrPh-CL ala planta modelo A. thaliana Sha, se descartó la utilización

de injertos de vinca infectada, debido a la incompatibilidad que presenta con esta planta

modelo. Por este motivo, para la obtención de plantas infectadas con StrPh-CL, se realizó

un ensayo de transmisión con los insectos vectores Cixiosoma sp. capturados en campo.

Se consideró, por experiencia de laboratorio, que aproximadamente el 20% de los

insectos capturados en campo de este género son portadores de fitoplasma. Esto explicarı́a

la baja tasa de infección de plantas (6,8%) obtenidas en el ensayo de transmisión. Además,

es importante considerar que el perı́odo de latencia de fitoplasma en insectos depende

tanto de la cepa de fitoplasma como de la especie de insecto; pudiendo durar desde 28

dı́as (Pacifico et al. 2015; Koinuma et al. 2020) hasta perı́odos más largos como 80 dı́as

(Murral et al. 1996; Moya-Raygozaet al. 1998). El diagnóstico de fitoplasma en insectos

se realizó utilizando el individuo completo, por lo que, si bien fue posible detectar el

patógeno, no es posible determinar si se encontraba en un estadio de infección en el que

fuese transmisible desde estos insectos a hospederos vegetales.

La infección por fitoplasma es persistente y propagativa, es decir, una vez adquirida la

infección por el hospedero la mantiene durante toda su vida y puede transmitirla a otros

individuos (Bertaccini et al. 2009). Sin embargo, luego del ensayo de transmisión sólo fue

posible detectar la infección en una ocasión en cada uno de tres individuos diferentes de A.

thaliana, a los 10, 40 o 70 dı́as post exposición, sin detectarse fitoplasma en recolecciones
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posteriores de material vegetal de estos individuos. Esta inconsistencia en la progresión

de la infección puede deberse a la frecuencia de la recolección de material vegetal, lo que

disminuyó la carga bacteriana del patógeno y por consiguiente la carga bacteriana en la

planta. Además, aquellas plantas expuestas a una mayor cantidad de insectos infectados

se ven más expuestas a fitoplasma, logrando una mayor carga bacteriana y consecuente

desarrollo de sı́ntomas visibles, como es el caso de la planta sintomática I-A que se expuso

a 2 insectos infectados; a diferencia de las plantas asintomáticas F-C y E-A que estuvieron

expuestas a sólo 1 insecto con fitoplasma StrPh-CL.

Por otra parte, una baja carga bacteriana en los hospederos vegetales puede implicar

que la cantidad de cDNA de fitoplasma obtenido a partir de las muestras vegetales se

encuentre bajo el lı́mite de detección de 1x10-3 ng correspondiente a la técnica de PCR

anidado con los primers universales P1/P7//F2/R2n (Gundersen et al. 1996), lo que podrı́a

explicar el posterior diagnóstico negativo de fitoplasma en aquellas plantas en las que se

detectó alguna vez durante el ensayo de transmisión.

Aún con la baja tasa de infección de A. thaliana Sha, es posible afirmar que los

sı́ntomas observados de retraso en el desarrollo floral, retraso en la elongación de tallo

y aumento del área foliar de la planta diagnosticada con StrPh-CL se deben a la infección

por fitoplasma, ya que ninguna de las 32 plantas control con exposición a insectos sin

StrPh-CL presentaron estos sı́ntomas, descartando el estrés biótico como causante de

éstos. Sin embargo, los sı́ntomas observados en la planta infectada con StrPh-CL no

se condicen con lo esperado, ya que los sı́ntomas de infección observados en campo cor-

responden a filodia severa en frutillas (Cui et al. 2019) y virescencia en plantas infectadas

de vinca obtenidas en laboratorios, sin observarse alteraciones en la altura o área foliar

(Cui et al. 2024). Aun ası́, en A. thaliana Sha se observó el retraso del desarrollo de flores,

principal órgano afectado por StrPh-CL en campo. Esto puede deberse tanto a la carga

bacteriana discutida anteriormente, como la utilización de un nuevo modelo de hospedero,

en el que pueden variar los sı́ntomas de la enfermedad causada por StrPh-CL.

Por otra parte, los sı́ntomas observados de alargamiento de la fase vegetativa adulta

se condicen con otros cambios morfológicos en plantas causados por fitoplasma descritos

en la literatura, en los que se describe un fenotipo de mayor crecimiento vegetativo y

“rejuvenecimiento” de las plantas (Sugio et al. 2011; MacLean et al. 2014a; Pecher et al.

2019; Huang et al. 2020; Bertaccini 2022; Huang et al. 2022), lo que causan una mayor

atracción de insectos vectores hacia plantas infectadas y la consecuente oviposición en

sus hojas para repetir el ciclo infectivo del patógeno.
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7.2 Selección de genes que codifican homólogos a SAP54 y Tengu de StrPh-CL para
expresión heteróloga en N. benthamiana

Tradicionalmente, la investigación de efectores en una variedad de especies de fitoplasma

ha descrito diferentes ortólogos de efectores patogénicos causantes de sı́ntomas visibles

en planta, es decir, aquellos que contribuyen a la patogenicidad de los fitoplasmas. Estos

ortólogos pueden agruparse en las familias/tribus de SAP11, SAP54, Tengu y SAP05, de

las cuales homólogos de los efectores SAP54 y Tengu están codificadas en el genoma

de StrPh-CL. Sin embargo, se desconoce si éstos son parte del “switch” metabólico de

StrPh CL y, por lo tanto, si se encuentran sobreexpresados en planta, lo que sugerirı́a un

rol de estos efectores en la virulencia de este fitoplasma en hospederos vegetales. Es por

ello, que en este trabajo se esperaba realizar un análisis comparativo mediante qPCR de

los mensajeros de efectores patogénicos de StrPh-CL, similar a lo descrito en la literatura

en otras cepas de fitoplasma (Toruño et al. 2010; Oshima et al. 2011; MacLean et al.

2014b), con el fin de dilucidar cuáles efectores se encontraban sobreexpresados en planta

v/s insecto y determinar ası́ los efectores probablemente causantes de la sintomatologı́a

de StrPh-CL en hospederos vegetales.

Entre los genes de StrPh-CL sobreexpresados en planta, se esperaba encontrar los

genes que codifican homólogos de Tengu y SAP54 de StrPh-CL, pertenecientes a las

familias de ortólogos cuya participación en virulencia se ha demostrado. Sin embargo,

si bien se validaron partidores para 8 genes que codifican candidatos (entre los que se

incluyen SAP54 y Tengu) y dos genes housekeeping de StrPh CL, no fue posible realizar

el qPCR debido a que no se detectó emisión del intercalante fluorescente BRYT Green®

con el equipo disponible en laboratorio, aun cuando sı́ se pudo detectar amplificación

mediante electroforesis en gel de agarosa en muestras de cDNA de plantas e insectos en

las que no se detectó fluorescencia. Por ese motivo, se descartó la estrategia experimental

para la elección de genes que codifican candidatos a efectores fitopatogénicos.

Ası́, se decidió abordar un enfoque bibliográfico que sugerı́a que los hómologos de

Tengu y SAP54 eran los candidatos que con mayor probabilidad contribuirı́an a la vir-

ulencia de StrPh-CL (Hoshi et al. 2009; MacLean et al. 2011; Sugawara et al. 2013;

Minato et al. 2014; Iwabuchi et al. 2020), a diferencia de los 6 SAPs restantes a los que

no se les ha evaluado su contribución a la virulencia en plantas. Por otra parte, la ho-

mologı́a en un 95% del hómologo de SAP54 de StrPh-CL con el hómologo encontrado el

fitoplasma 16SrIII-J sugiere que StrPh-CL podrı́a haber adquirido el gen mediante trans-

ferencia horizontal, lo que respalda la posible contribución a la virulencia del efector ya

que el hómologo del fitoplasma 16SrIII-J causa filodia en plantas (Gamboa et al. 2019).
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Además, este efector inhibe el desarrollo floral en plantas transgénicas de A. thaliana,

manteniendo la planta en un estado de roseta vegetativa (Fernandez et al. 2018).

Por otra parte, es posible que la filodia observada en campo se deba a una alteración

floral en su extremo causada por cambios en la vı́a de señalización de JA y auxinas, vı́as

hormonales que interrumpe al expresión heteróloga de Tengu en otros modelos vege-

tales causando esterilidad de flores (Hoshi et al. 2009; Minato et al. 2014). Además,

tengu strphCL presenta homologı́a con otros homólogos causantes de sı́ntomas en plan-

tas, especı́ficamente en el péptido activo (Sugawara et al. 2013) por lo que es posible

que la contribución a la virulencia de Tengu pueda explicar los sı́ntomas de StrPh-CL

observados en campo.

Considerando que el homólogo de Tengu en StrPh-CL posee un péptido de 30 aminoácidos

(P) en el extremo carboxilo terminal que no presenta homologı́a en ningún otro gen de la

familia descrito hasta la fecha (Cui, et al. 2022; Wang et al. 2014), es que se construyeron

variantes del de tengu strphCL sin el péptido señal que portaran y no portaran el péptido

P, con el objetivo de determinar si la contribución a la virulencia del gen se ve afectada

por esta inserción.

Dado que los antecedentes bibliográficos del efector SAP54 sugieren que el hómologo

en StrPh-CL podrı́a ser el causante de sı́ntomas en plantas, en el laboratorio se realizó

con anterioridad la infección de plantas de N. benthamiana con un virus recombinante

que expresaba sap54 strphCL sin péptido señal, obteniéndose plantas infectadas con el

vector recombinante sin ningún tipo de sı́ntomas (resultados no mostrados). Con estos

antecedentes, no se explica la razón por la cual el gen sap54 strphCL no causarı́a sı́ntomas

en plantas; por lo que en este trabajo se realizó la construcción del gen sap54 strphCL con

el péptido señal con el objetivo de comprobar o descartar la patogenicidad de este efector

en StrPh-CL.

7.3 El gen homólogo de SAP42 en StrPh-CL es un efector fitopatogénico capaz de
inducir alteraciones foliares, florales, frutales y de arquitectura de la planta en
N. benthamiana

Aun cuando se construyeron con éxito los vectores virales para los genes tengu strphCL

y sap54 strphCL y se inocularon en planta, la inoculación sólo fue exitosa con el vector

viral recombinante que expresó sap42 strphCL. La aparición de un fenotipo enano con al-

teraciones florales, foliares y de frutos en la planta infectada con un virión recombinante

que expresa sap42 strphCL indicarı́a que este efector es fitopatogénico, siendo el primer

reporte que indica que SAP42 es capaz de inducir sı́ntomas en plantas. Esta premisa es
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posible debido a que, se han realizado en dos ocasiones experimentos en nuestro labo-

ratorio de inoculación del control del vector viral que expresa GFP por triplicado en las

plantas modelo de N. benthamiana y A. thaliana; observándose fenotipos idénticos al con-

trol en ambas ocasiones. Esto indica que los sı́ntomas observados en plantas infectadas

no se deben a la acción del vector viral. Asimismo, al contar con controles con y sin

daño mecánico se puede descartar que el fenotipo observado en la planta infectada con

un virión recombinante que expresa sap42 strphCL se debe a estrés abiótico causado por

daño mecánico.

El gen sap42 strphCL no se encuentra entre las cuatro tribus descritas de efectores

de fitoplasma, y corresponde a un candidato a efector clásico de fitoplasma ya que posee

un péptido señal para su traslocación vı́a SecA, un dominio transmembrana y secuencias

caracterı́sticas denominadas Sequence Variable Mosaic (SVM) (Jomantiene et al. 2007),

que se encuentran en los fitoplasmas debido a interacciones de fagos en estadı́os tempra-

nos de su evolución (Wei et al. 2008). La primera identificación de SAP42 se realizó en

2009, en conjunto con el descubrimiento del efecto patogénico SAP11 (Bai et al. 2009).

En ese trabajo, se hipotetiza que SAP42 (junto con SAP11, SAP22 y SAP30) alterarı́an la

expresión génica de la célula vegetal debido a que poseen un dominio bipartito de local-

ización nuclear (NLS), por lo que estos efectores ingresarı́an directamente al núcleo de la

célula vegetal. Sin embargo, en éste trabajo sólo se profundizó en la virulencia del gen

SAP11.

Por otra parte, en 2011 se menciona que SAP42 se expresa en planta, pero no se en-

cuentra significativamente sobreexpresado en Arabidopsis thaliana v/s Macrosteles quadri-

lineatus (MacLean et al. 2011). Posteriormente, no se realizaron menciones de SAP42

hasta 2023, cuando se clasificó este efector mediante el análisis de motivos proteicos den-

tro de la Tribu 1, una de las tribus que agrupa proteı́nas ampliamente distribuidas entre

diferentes especies de fitoplasma (Carreón-Anguiano et al. 2023), y se confirmó la pres-

encia de una SVM predicha en 2009 (Bai et al. 2009).

Paralelamente, se realizó un estudio que utilizó un sistema de doble hı́brido en levadura

para construir redes de interacción proteı́na-proteı́na entre 21 efectores de fitoplasma y

1980 factores de transcripción y reguladores transcripcionales de A. thaliana. Con este

enfoque se determinó que SAP42 del fitoplasma AYWB presenta interacciones proteı́na-

proteı́na con los TCP de clase I TCP14, 19 y 23; el TCP de clase II TCP4 y el factor de

transcripción LBD15 (Correa Marrero et al., 2024). Dado que el homólogo de SAP42 de

StrPh-CL comparte un 80% de identidad aminoacı́dica con SAP42 de AYWB, es plausi-

ble proponer que estas interacciones proteı́na-proteı́na con estos factores de transcripción

podrı́a estar ocurriendo en el homólogo de StrPh-CL.
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Los TCP (TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, PROLIFERATING CELL NU-

CLEAR ANTIGEN FACTOR1) son una veintena de factores de transcripción exclusivos

de plantas que comparten un dominio no canónico bHLH, que les permiten interacción

con DNA y otras proteı́nas (Cubas et al. 1999). Participan en una variedad de procesos

biológicos como ciclos circadianos (Giraud et al. 2010) y desarrollo de órganos como

flores (Luo et al. 1999) y hojas (Sarvepalli et al. 2011). Se ha demostrado que TCP14

reprime la proliferación celular de tejido foliar; y la aumentan en internodos jóvenes (Ki-

effer et al. 2011). Por lo tanto, la inhibición de la función de TCP14 debido a una in-

teracción con SAP42 StrPhCL podrı́a explicar la aparición de sı́ntomas en hojas como

hojas rugosas (Figura 13B) y ampollas (Figura 13C); que se generan por excesiva prolif-

eración celular del tejido foliar. Además, esta interacción explicarı́a el acortamiento de

los internodos observados en la planta infectada (Figura 15).

Además, es posible que la interacción entre SAP42 StrPhCL y TCP14 interrumpa el

desarrollo floral, ya que TCP14 regula la formación de rosetas en A. thaliana (Xu et al.

2024) y la maduración de frutos mediante la regulación de factores de respuesta a auxinas

(ARFs) (Nagpal et al. 2005); información que se condice con las alteraciones florales

(Figura 16) y de frutos observadas (Figura 18). En especı́fico, TCP14 modula la respuesta

a auxinas en planta mediante la expresión de ARF6, factor de transcripción que además

regula la elongación del hipocótilo (Ferrero et al. 2021) por lo que la interacción entre

SAP42 StrPhCL y TCP14 podrı́a conllevar a menor altura de la planta, sı́ntoma observado

en la planta infectada (Figura 14). Es importante considerar que la regulación negativa de

los ARF6 y ARF8 causada por el efector patogénico Tengu induce enanismo en plantas y

esterilidad de flores (Minato et al. 2014).

La interacción hipotética entre SAP42 StrPhCL y TCP19 en la que TCP19 perderı́a

su función, causarı́a un retraso en la senescencia de la planta (Danisman et al. 2013)

fenotipo que se observa en plantas modelo infectadas con StrPh-CL obtenidas esta tesis

(Figura 6); además de una supresión de la inmunidad inducida (Kim et al. 2014; Mukhtar

et al. 2011) y un aumento de la preferencia de los insectos por la planta infectada (Fan

et al. 2020); ambas debidas a la disminución de JA en la planta. Cabe mencionar que

se ha demostrado que el efector SAP11 disminuye la sı́ntesis de jasmonatos en planta

mediante la interacción proteı́na-proteı́na con 8 TCPs (Chang et al. 2018); aumentando la

oviposición de insectos sanos en plantas infectadas con fitoplasma (Sugio et al. 2011); por

lo que se puede observar una semejanza en las alteraciones en las cascadas de señalización

que causarı́a sap42 strphCL con otros efectores de fitoplasma conocidos.

Por otra parte, el fenotipo de flores con pétalos cortos (Figura 14A-I) observado en la

planta infectada con el virión recombinante podrı́a explicarse por una pérdida de función
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de TCP23, ya que plantas knock-down de este factor de transcripción presentan sépalos

largos y pétalos cortos (Aguilar Martinez et al. 2013); además de desarrollo de hojas

pequeñas arrosetadas y disminución de la altura de la planta (Zhang et al. 2019). Este

fenotipo de disminución de altura se condice con lo observado en la planta infectada con

StrPh-CL (Figura 5) como con la expresión heteróloga de SAP42 StrPhCL (Figura 14).

Esto sugiere que SAP42 StrPhCL provocarı́a la pérdida de función de TCP23.

Otro fenotipo observado en la planta que expresa heterólogamente SAP42 StrPhCL

es falta de coloración o coloración tardı́a de pétalos (Figura 14D, F y H); que se explicarı́a

por la pérdida de función de TCP4 que se une directamente a los promotores de genes que

codifican a factores de transcripción relacionados con la sı́ntesis de clorofila, inhibiendo su

expresión (Zheng et al. 2022). El efector de fitoplasma SAP11 del fitoplasma cepa AYWB

causa el sı́ntoma de escoba de brujas mediante la desestabilización de 8 integrantes de

TCP-C en A. thaliana, incluyendo TCP4 (Chang et al. 2018), lo que sugiere que podrı́an

existir mecanismos moleculares redundantes dentro de los efectores de fitoplasma para

causar un fenotipo en plantas.

El sı́ntoma de aparición de zarcillos y hojas filiformes (Figuras 13C y D) podrı́a de-

berse a un aumento de la expresión de LBD, ya que plantas transgénicas que sobreex-

presan LBD15 presentan un fenotipo de hojas con forma de aguja sin tricomas (Sun et

al. 2013). Además, es posible que la aparición de hojas filiformes a los 75 dpi se deba a

un fenotipo atenuado o bien un estado intermediario entre los zarcillos u hojas con forma

de aguja y el fenotipo normal. Por lo tanto, cabe hipotetizar que SAP42 StrPhCL, por

algún mecanismo desconocido, aumentarı́a los niveles de expresión de LBD15 mediante

interacción proteı́na-proteı́na.

En general, tanto los sı́ntomas observados en la planta de A. thaliana infectada con

StrPh-CL: aumento de área foliar (Figura 4, 5) disminución de la altura de la planta

(Figura 5) y retraso de estructuras reproductivas (Figura 6); como los sı́ntomas obser-

vados en la planta de N. benthamiana: enanismo (Figura 14, 15), hojas rugosas (Figura

13), aparición de zarcillos (Figura 13), alteraciones florales (Figura 16) y de frutos (Figura

18) se podrı́an explicar por la presencia del efector fitopatogénico SAP42 StrPhCL. Este

efector tendrı́a mecanismos moleculares de acción en común con los efectores canónicos

Tengu y SAP11, lo que nos podrı́a indicar una redundancia de las cascadas de señalización

que tienen como objetivo los efectores patogénicos de fitoplasma, utilizando mecanismos

moleculares semejantes para modular la arquitectura de la planta hacia un fenotipo enano

de aspecto juvenil, lo que promueve la alimentación de insectos vectores en plantas infec-

tadas y ası́ perpetuar el ciclo de propagación de fitoplasma (Bertaccini et al. 2022).

Aún cuando la infección sistémica con StrPh-CL y la expresión heteróloga del efector
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se realizaron en modelos vegetales diferentes, serı́a posible obtener una idea general del

efecto tanto del patógeno como del efector fitopatogénico en el hospedero vegetal. Sin

embargo, no podrı́amos asegurar que se ha restituido el fenotipo infectado mediante la

expresión heteróloga de un gen de virulencia; ya que tanto los sı́ntomas la infección del

patógeno como su expresión heteróloga son dependientes del hospedero.

Con el fin de poder cumplir, al menos parcialmente, los postulados moleculares de

Koch se planea restituir el fenotipo infectivo de StrPh-CL en A. thaliana mediante la in-

oculación mecánica de viriones recombinantes que expresan sap42 strphCL obtenidos a

partir de material vegetal de N. benthamiana; cuya inoculación posee un mayor grado

de éxito que la inoculación de genoma viral desnudo. Una vez obtenidas plantas de A.

thaliana infectadas, se planea realizar un RNA-seq para evaluar los genes diferencial-

mente expresados (DEGs), con especial énfasis en comprender las posibles correlaciones

entre la expresión de SAP42 y los niveles de expresión de TCPs 4, 14, 19, 23; LBD15 y

genes claves en la ruta de sı́ntesis/respuesta a auxinas y jasmonatos con el fin de diluci-

dar los mecanismos moleculares de virulencia del fitoplasma StrPh-CL a través del nuevo

efector descrito SAP42 StrPhCL.
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8 Conclusiones

• El fitoplasma StrPh-CL del subgrupo ribosomal 16SrXIII-F causa un retraso de de-

sarrollo floral y tejido vegetativo en plantas modelo de Arabidopsis thaliana ecotipo

Shahdara.

• El efector homólogo a SAP42 del fitoplasma del grupo 16SrXIII-F cepa StrPh-

CL contribuye a la virulencia del patógeno induciendo alteraciones estructurales

(incluyendo alteraciones florales) en Nicotiana benthamiana.

• En este estudio, no fue posible evaluar la capacidad individual de inducir sı́ntomas

en plantas de los genes tengu strphCL y sap54 strphCL.

• Estos resultados sugieren que el gen sap42 strphCL serı́a un efector fitopatogénico

capaz de inducir sı́ntomas visibles en plantas, y tendrı́a un rol en la virulencia de

StrPh-CL, siendo el primer reporte empı́rico de un homólogo de SAP42 como efec-

tor patogénico. Además, es el primer reporte de genes de virulencia codificados

en fitoplasmas del grupo ribosomal 16SrXIII, que se encuentran exclusivamente en

América.
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A Secuencias nucleotı́dicas de clones
recombinantes de E. coli TOP10
transformados con vectores
pBSG1057

A.1 pBSG1057-sap54

sap54 full

ATGTTTCGATCAAAAAACCAATTTAAAATAATTCATCTTTGTTTAATCACTTTTATAGGATTATTATTTA

TTTTTAATAATCATCAAGTAATGGCGATGAATAATAATGAAGCTGGCCCAAGCAATAATCCATCAATTGA

AGAAATGATTATTGATACAAAAAATAAAATTCGCGATAATGCAAATAAAAAAGTTAATATAGAAAAAGAA

ATATCACAAGAAAGAAATAATCAAAATAATCTTCAAAAAATTGAAAATCTTACTCAAATATCAAATAATT

TAACATTATTAATTAAAAATCAAAAAGAACAACTAAAAACCTATAAAACACTTTTAAATATTTTAAATGA

TTAA

SAP54 TMV 1

CTTTTTTGGCGGGGGGGCCTTTGGTTGCCCTCTTTTTTTTGGGGGGGGGCGGGGGTTTTTTGTTTTGGGG

TTTTTTCGTTAAATAGATCTTACAGTATCACTACTCCATCTCAGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATG

TTTCGATCAAAAAACCAATTTAAAATAATTCATCTTTGTTTAATCACTTTTATAGGATTATTATTTATTT

TTAATAATCATCAAGTAATGGCGATGAATAATAATGAAGCTGGCCCAAGCAATAATCCATCAATTGAAGA

AATGATTATTGATACAAAAAATAAAATTCGCGATAATGCAAATAAAAAAGTTAATATAGAAAAAGAAATA

TCACAAGAAAGAAATAATCAAAATAATCTTCAAAAAATTGAAAATCTTACTCAAATATCAAATAATTTAA

CATTATTAATTAAAAATCAAAAAGAACAACTAAAAACCTATAAAACACTTTTAAATATTTTAAATGATTA
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ACTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATAATAAATAACGGATTGTGTCCGTAATCACACGTGGTGCGTACGATA

ACGCATATAGTATTTTTCCCCCTAATAGAATACGGACCAACTAAGTAATACGTGATGTCCGTATGGCATT

GGCCGGTGCGTTAGTTATAGTTCCATCG

SAP54 TMV 2

TAGAGACTCCTCTCCCTCTTAGTTCGTGTTCTTGTCATTTAATTTAAATGTTTCGATCAAAAAACCAATT

TAAAATAATTCATCTTTGTTTAATCACTTTTATAGGATTATTATTTATTTTTAATAATCATCAAGTAATG

GCGATGAATAATAATGAAGCTGGCCCAAGCAATAATCCATCAATTGAAGAAATGATTATTGATACAAAAA

ATAAAATTCGCGATAATGCAAATAAAAAAGTTAATATAGAAAAAGAAATATCACAAGAAAGAAATAATCA

AAATAATCTTCAAAAAATTGAAAATCTTACTCAAATATCAAATAATTTAACATTATTAATTAAAAATCAA

AAAGAACAACTAAAAACCTATAAAACACTTTTAAATATTTTAAATGATTAACTCGAGGGGTAGTCAAGAT

GCATAATAAATAACGGATTGTGTCCGTAATCACACGTGGTGCGTACGATAACGCAATAGTTTTTTTCCCC

CAATAGGGGAAAGCGGAAGCATTTGGTCTTTATGTGACTTACTTTGTTTAATGCATGATTATCACCAAGC

TGTTTCTATGAGTTGATAGGAACTTTCTAAATCACCCACTACTCCTGCATCAGC

SAP54 TMV 3

GGCGGGGGGGCCTTTTAGTTCGTGTTCTTGTATGTTTCGATCAAAAAACCAATTTAAAATAATTCATCTT

TGTTTAATCACTTTTATAGGATTATTATTTATTTTTAATAATCATCAAGTAATGGCGATGAATAATAATG

AAGCTGGCCCAAGCAATAATCCATCAATTGAAGAAATGATTATTGATACAAAAAATAAAATTCGCGATAA

TGCAAATAAAAAAGTTAATATAGAAAAAGAAATATCACAAGAAAGAAATAATCAAAATAATCTTCAAAAA

ATTGAAAATCTTACTCAAATATCAAATAATTTAACATTATTAATTAAAAATCAAAAAGAACAACTAAAAA

CCTATAAAACACTTTTAAATATTTTAAATGATTAACTCGAGAGGAACTTTCTAAATCACCCACTACTCCT

GCATCAGCTAGTTATAGTTCCATCG

A.2 pBSG1057-tengu A

tengu A

ATGGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTTCTTTTTGGTA

AGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAA

AAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGAT

AAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAA

TTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTAA-------------------------
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ATL52 2520 A Pf TMV

TGGGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTTCTTTTTGGTA

AGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAA-ATATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAA

AAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGAT

AAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAA

TTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTAACTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATAA

ATL52 2520 A Pr TMV

T-GGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTTCTTTTTGGTA

AGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAA

AAAAAATCAAACAAATGAAATCGAA-ATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGAT

AAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAA

TTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTA-CTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATAA

ATL52 2520 B Pf TMV

TGGGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTTCTTTTTGGTA

AGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAA

AAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGAT

AAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAA

TTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTAACTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATAA

ATL52 2520 B Pr TMV

T-GGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTTCTTTTTGGTA

AGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAA

AAAAAATCAAACAAATGAAATCGAA-ATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGAT

AAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAA

T-GTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTA-CTCGAGGGGT-GTCAAGA-GCATAA

ATL52 2520 C Pf TMV
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ATGGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTT CTTTTTGGT

AAGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACA ATAACTTCAATTTTAAAT

AAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAG ATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAA

GATAAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAA AAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAA

AAAATTGTAAACGGGCGACAAAGA GGCCAAATTATCGAGTAACTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATAA

ATL52 2520 C Pr TMV

T-GGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTTATTTTTCTTTTTGGTA

AGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAA

AAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGAT

AAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATATTAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAA

TTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTA-CTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATAA

A.3 pBSG1057-tengu C

tengu C

-----------------------------------ACTCTTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGATAT

GGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAG

ATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATAT

TAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAATTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTAA--

-------------------

C1T2 1050 D A

-GTAACTTACTAC-TCATC-TCAGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGATAT

GGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAG

ATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATAT

TAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAATTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTAACT

CGAGGGGTAGTCAAGATGC

C1 T2 4550 B A
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-GAGATACTCTACCTCATCCTTCGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGATAT

GGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAG

ATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATTGAAAAATATGGCAACAACTCATCAAAAAGCAATAT

TAAAAAATTTAAATGAAGAAGATCAAAAAATTGTAAACGGGCGACAAAGAGGCCAAATTATCGAGTAACT

CGAGGGGTAGTCAAGATGC

C1T2 1050 C A

-TTGGAATCAAA--TCATTTCAGTTTCGTTGTTTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGATAT

GGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAG

ATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAAT----AACT----CGAGGGGTAGTCAAGATGCA----

TAATAAAT---AACGGATTGTGTCCGTAAACGTGGTGCGTACGATAAATATGTCAAAATATCAAGCGACC

CTGGGGG-ACTAGAGATGT

C1T2 4550 E A

TCGAACATCGTAC-TCATC-TCAGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGATAT

GGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAG

ATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAAT----AACT----CGAGGGGTAGTCAAGATGCA----

TAATAAAT---AACGGATTGTGTCCGTAATC-----ACACGTGGTGCGTACGATAACGCATAGTGTTTTT

CCCTCAATAATCAAGATGC

A.4 pBSG1057-tengu F

tengu F

--------------------------------------ACTCTTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGA

TATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAA

CAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAACTCGAG-------------------

F1T6 1050 C A

----TTGGAATCAAA--TCATTTCAGTTTCGTTGTTTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGA

TATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAA

CAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATAACTCGAGGGGTAGTCA
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F1T4 4550 F A

-----AAGCATCCTAC-TCATC-TCCGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGA

TATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAA

CAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATTGA--AAAATATGGCAA

F1T4 4050 B A

----GAGATACTCTACCTCATCCTTCGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGA

TATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAA

CAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATTGA--AAAATATGGCAA

F1T6 1050 E A

ACCCCAAACATCCTAC-TCATC-TCAGTTCGTGTTCTTGTCATTAATTAAATGTCTGAACAAGACGAAGA

TATGGAAAAAACAATAACTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAA

CAGATGTTAAAAAACATGCAAGAAATTAAAGATAAATTGA--AAAATATGGCAA

A.5 pBSG1057-tengu G

tengu G

----------------ATGGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTT

ATTTTTCTTTTTGGTAAGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAA

CTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACAT

GCAAGAAATTAAAGATAAAT--------------------------

GTL5 4550 H Pf TMV

----CATTTAATTTAAATGGTAAAAAATAAAAATCATATTATCATTTTGATATTATTAGGGTTTTTATTT

ATTTTTCTTTTTGGTAAGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATAA

CTTCAATTTTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACAT

GCAAGAAATTAAAGATAAATAACTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATA

GTL5 4550 G Pf TMV
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-----C--TTAATT-AAATGGTAAAAAATAAAATTCATATTATCATTTTGATATTATCGAGGTTTTTATT

TATTTCTCTTTTTGGTAAGCATCATGTTATTTTTGCTTCTGAACAAGACGAAGATATGGAAAAAACAATA

ACTTCAATTCTAAATAAAAAAAATCAAACAAATGAAATCGAATATAAATGCGAACAGATGTTAAAAAACA

TGCAAGAAATTAAAGATAAATAACTCGAGGGGTAGTCAAGATGCATA

GTL5 1050 F Pf TMV

CCTACTCGAGGTGGATAGGGATCGTTTGCGCGCTTTT-CGCTGTCCGTGTTCCTATCAGTTCGTCTTTTT

GTATCCTGGGGGCTTAGTGTTCGTCTATACAGGCGAAGAAATTCGGAGGATATCGTAGTCGCGCGTGGTC

GTCCTGAGCTCCCGATCGTGATTGGAGTTGGAGA--AGCGGACATCACAACCCCTCCGTCGCTTCCGAGA

AGGTTCCTCTCGACATCTATCGGCAGCGT--TCGCTGTCGGAC
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