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Resumen

Se presenta una revisién reciente sobre la situacién taxonémica ac-
tual de los MLO, discutida sobre la base de los progresos de la investigaci6n
molecular y estudios filogenéticos, presentados durante el décimo congreso
de la “International Organization for Mycoplasmology” (IOM) llevado a
cabo en Bordeaux, Francia, donde fue propuesto cambiar la denominac: 6n
de MLO a fitoplasmas. Numerosas enfermedades causadas por MLO han
sido descritas en Venezuela sobre diversos hospederos. Las herramientas
moleculares ser4n necesarias en el futuro cercano para detectar y clasificar
a estos procariotes en Venezuela. Este conocimiento facilitara conocer mas
sobre su epifitiologia local y estrategias de control.
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Abstract

A recent review on the present taxonomical status of MLO is dis-
cussed here in on the basis of recent molecular research approaches and
phylogenetic studies which were discussed during the tenth meeting of
the “International Organization for Mycoplasmology” (IOM) held in Bor-
deaux, France, where it was proposed to change MLO into phytoplasmas.
Several MLO diseases have been described in Venezuela in several hosts.
Molecular tools will be necessary in the near future to detect and classify
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these procaryotes in Venezuela. This knowledge will enable us to know
more about their local epidemiology and control strategies.
Key words: Mycoplasma, MLO, Mollicutes, phytoplasmas, taxonomy.

Introduccion

Hace aproximadamente 25
afos, algunas enfermedades de las
plantas caracterizadas por altera-
ciones en el desarrollo, amarilla-
mientos, filodia, escobas de brujas,
achaparramientos y virescencia
fueron atribuidas a virus (figura 1)
(2, 6). No obstante, la observacién
al microscopio electrénico de seccio-
nes de tejido de plantas infectadas
dej6 en evidencia la presencia de

procariotes privados de pared, que
por su semejanza con micoplasmas
patogénicos en el hombre y los
animales fueron llamados «mico-
plasma-like-organisms» y cuyas
siglas son MLO (figura 2) (7, 8, 19).
Hoy se sabe que mas de 300
enfermedades en plantas hortivas,
frutales, ornamentales y espon-
tAneas son causadas por estos
microorganismos (11, 17, 20, 24).

Principales caracteristicas de los MLO

Los MLO presentan algunas
caracterfsticas similares a los mico-
plasmas: estructura celular proca-
ri6tica, ausencia de pared, morfo-
logfa pleomé6rfica, dimensiones
celulares de 0,2 a 1,0 pm y genoma
muy pequeiio (600 Kb), por lo que
han sido agrupados en la clase
Mollicutes. Pero todavia se diferen-
cian de estos Gltimos en algunas
caracteristicas importantes: Los
MLO viven dentro de las células
floem4ticas de las plantas mientras
que los Mollicutes patogénicos en
el hombre y animales tienen la
capacidad de desarrollarse dentro
de los espacios intercelulares de los
tejidos que colonizan, Adema4s, los
MLO a diferencia de los micoplas-
mas no pueden ser cultivados sobre
substratos artificiales debido a que
adolecen de los genes necesarios

para la sintesis de algunos amino-
4cidos, acidos grasos y lipidos
esenciales para el desarrollo fuera
del hospedero (9).

En la naturaleza, la transmi-
sién de los MLO ha sido detectada
en insectos vectores pertenecicntes
al orden Homoptera, los cuales los
adquieren en forma persistente,
particularmente hasta ahora son
notablemente conocidos comro in-
sectos vectores miembros de la
familia Cicadellidae y Psyllidae
(17, 20, 24).

Otros Mollicutes fitopat6genos
pertenecientes al género
Spiroplasma se diferencian e los
MLO por su morfologia helizoidal
y la posibilidad de ser cultivados en
medios artificiales, 1o cual los ubica
en una posicién taxonémica distin-
ta (4, 7, 12).
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Figura 1.

Sintomas y alteraciones debido a infecciones por
fitoplasmas de diversas especies. a y h. Necrosis y
amarillamiento en vid cv. Inzolia afectada por
"Flavescenza dorata" (Sicilia, Italia). ¢. Reduccién
del desarrollo y filodia en Vinca rosea, a la izquierda
planta sin deformacion mostrando clorosis inicial
(Aragua, Venezuela). d. Tizon y hojas acartonadas
en la parte baja de un duraznero afectado por X-
disease (Connecticut, USA). e. Reduccion del
desarrollo, amarillamiento y malformacion sobre el
Lilium (Italia).
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Figura 2. a. Seccion longitudinal de una célula floematica con
abundante presencia de fitoplasmas con forma
prevalentemente esférica (30.000 x). b. Detalles
morfologicos y estructurales de fitoplasmas en una
seccion longitudinal de un tubo criboso: membrana
plasmatica (m), granulaciones electrodensas
(ribosomas, r), reticulo fibrilar o nicleoplasma (ADN,
D) (200.000 x).
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Nuevos lineamientos para la
clasificacion taxonomica

La clasificacién taxon6émica de
los microorganismos pertenecien-
tes al phylum de los procariotes ha
sido objeto de modificaciones pro-
fundas recientemente, debido a que
no solamente se han considerado
como criterios de clasificacién
caracteristicas biolégicas, nutricio-
nales y morfolégicas que en algunos
casos habfan conducido a una
colocacién taxonémica errada. Sino
que ademis, el conocimiento adqui-
rido en los estudios de homologia
genética, secuencias de 4cidos
nucléicos y la posibilidad de archi-
var y comparar estos altimos con
variables biol6gicas por medio de la
tecnologia inform4tica, ha permi-
tido la aplicacién de nuevos crite-
rios de clasificacién (10, 13).

Elempleo de tecnologias mole-
culares como las sondas genémicas
y reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR, polimerase chain reac-
tion) ha permitido dar inicio y
conocer de manera profunda el
ADN de algunos de los MLO fito-
patégenos mas difundidos en las
plantas (21, 23). Los primeros
resultados obtenidos en 1988 (16)
dejaron ver la posibilidad de dife-
renciar estos procariotes en al
menos dos grupos genéticamente
distinguibles. El grupo del «aster
yellows» (AY) y el del «elm yellows»
(EY). Los numerosos estudios
llevados a cabo sucesivamente en
numerosos laboratorios del mundo,
analizando diversas regiones del
ADN de estos microorganismos,
han permitido realizar caracteriza-
ciones depuradas confirmando la
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hip6tesis inicial sobre la existencia
de dos grupos de procariotes distin-
tos (16).

Actualmente, existen por lo
menos cuatro criterios moleculares
que pueden servir de base para
verificar la hipétesis que sostiene
que los MLO pertenecen a la clase
Mollicutes. 1) El contenido genidmi-
co G+Cesdel 25-30%. 2) La secaen-
cia de los genes que codifican para
el ARNr 168 una porcién del geno-
ma vital para estos organismos y
por lo tanto muy coanservada, simi-
lar a la de Acholeplasma y
Anaeroplasma. 3) L.as dimensiones
de sus genomas, los cuales varfan
de 450 a 1180 Kb. 4) La secuencia
de numerosos genes de protefnas
ribosomales que mantienen una
relacién filogenética con las dz los
Acholeplasma (22).

Por lo tanto, fundamentados
en la informacién obtenida después
de afios de investigacién molecular,
se ha propuesto recientemente el
nombre de fitoplasmas para estos
microorganismos patogéniccs de
plantas (10).

El término fitoplasma ha sido
oficialmente aceptado por la comu-
nidad cientifica internacional
reunida en el décimo Congreso de
la «International Organization for
Mycoplasmology» (IOM) que tuvo
lugar en Bordeux (Francia) del 16
al 26 de julio de 1994. Er. ese
encuentro se establecié ademaés que
el término latino fitoplasmas serfa
propuesto al Comite Internacional
de Taxonomfa para indicar un
nuevo género que comprendera a
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los microorganismos precedente-
mente denominados MLO (Myco-
plasma-like organisms), los cuales
presentan las siguientes caracteris-
ticas: 1) Ausencia de pared, 2) ADN
con alto contenido de T y A, 3)
Genoma con pequeifias dimensio-
nes, 4) Habitat: floema de las
plantas, 5) Dimensiones reducidas
0,2 - 1,0 pm) y pleomorfismo, 6)
Relacién filogenética con los
Mobollicutes, 7) Asociacién con insec-
tos vectores para su transmisién en
la naturaleza.

De todas estas caracteristicas
aquella verdaderamente innovado-
ra y determinante para la escogen-
cia del nuevo nombre o identifica-
cibn, resulté ser el estudio filogené-
tico de numerosos aislamientos. Lo
que ha demostrado como estos
microorganismos estdn estrecha-
mente correlacionados entre ellos,
aunque claramente diferenciables
de sus predecesores en el 4rbol filo-
genético (Clostridios, Acholeplasma).
La investigacién molecular ha
permitido ademés comprobar esta-
disticamente la homogeneidad del
nuevo género propuesto (10). Estu-
dios recientes han demostrado que
amplificando secuencias altamente
conservadas de regiones de los
genes del ARNr 16S tramite PCR
y sobreponiendo los productos fina-
les a una digestién enzim4tica del
genoma con enzimas de restriccién
(RFLP, restriction fragment lenght
polymorphisms) es posible diferen-
ciar a los fitoplasmas entre ellos.
(13, 18, 21, 23).

Fundamentados en la infor-
macién disponible en la actualidad,
durante el desarrollo del congreso
de 1994, el equipo multinacional de

trabajo formado sobre fitoplasmas,
propuso ademds otros criterios que
permiten subagrupar fitoplasmas
en especies: 1) Homologia de secu-
encias mediante hibridacién y/o
RFLP, 2) Analogia serolégica, 3)
Homologfa en la secuencia de las
"spacer regions" de los genes que
codifican para el ARNr 16S y 23S,
4) Gama de plantas hospederas, 5)
Especificidad de los insectos vecto-
res, 6) Contenido de G+C en el
ADN, 7) Dimensi6n del genoma.
For lo cual, fueron también pro-
puestos binomios latinos para los
fitoplasmas m4s representativos de
cada especie, acord4dndose hasta el
presente 12 grupos distintos. Estas
designaciones son preliminares y
sujetas a modificacién en la mecida
que se constaten nuevos conoci-
mientos provenientes de las inve sti-
gaciones en curso, las cuales est4n
siendo llevadas a cabo en diversos
laboratorios del mundo. En el
cuadro 1 es posible detallar el
elenco de estos grupos tal como fue
propuesto, dejando claro que hasta
la fecha todavia no se ha estruc-
turado un documento oficial del
Comite Internacional de Taxono-
mfa que sancione estas denomina-
ciones (1).

Posiblemente no esté fuerz de
lugar aclarar que los cambios en la
nomenclatura no responden unica-
mente a una formalidad taxoné-
mica. Estos ajustes tienen imgor-
tantes implicaciones practicasenel
estudio de la etiologia y epifitiologia
en todos los tipos de patégenos de
plantas. Una clara nomenclatura
en esta area de la patologia vegetal
permitira identificar a los distintos
fitoplasmas, reconocer y dar segui-
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Cuadro 1. Nomenclatura de los fitoplasmas propuesta durante
el X Congreso de la IOM. Fuente: "Phytoplasma
working team" (Albanese et al, 1994).

Nombre inglés de
la enfermedad

Binomio latino

Aster yellows (AY)
Apple proliferation (AP)
X - disease

Rice yellows dwarf

Elm yellows (EY)
Coconut lethal yellowing
Stolbur

Pigeon pea witches’broom
Ash yellow

Clover proliferation
Loofah witches broom
Peanut witches broom

Phytoplasma astri
Phytoplasma rosaceae
Phytoplasma pruni
Phytoplasma oryzae
Phytoplasma ulmi
Phytoplasma palmae
Phytoplasma solani
Phytoplasma cajani
Phytoplasma fraxini
Phytoplasma trifolii
Phytoplasma tuffae
Phytoplasma arachidis

miento a estos patégenos en dife-
rentes areas de distribucién, asf
como verificar la etiologfa de las
enfermedades conocidas en una
regién y hasta ahora solamente
asociada a MLO, pero fundamen-
talmente, establecer cual o cuales
fitoplasmas pueden estar afectando
a un cultivo econémicamente.
Obviamente, el estudio de los
vectores serd una préxima e intere-
sante etapa en la investigaci6n,
dirigida a mejorar la comprensién
de los fenémenos epidemiolégicos
involucrados en las enfermedades
causadas por fitoplasmas. También
en este caso, tanto para la taxono-
mfa como para la filogénesis se
prevee que el empleo de las ya bien
consolidadas técnicas moleculares
serd de gran ayuda a la investiga-
ci6én. Por otra parte, la efervesencia

cientifica sobre este argumento no
deberia involucrar unicamente a un
reducido grupo de investigadores y
estudiosos de la materia, sino que
al contrario deberia interesar a
todos los fitopat6logos y técnicos
que trabajan con el diagnés-ico,
quienes tendrdn necesidac. de
referirse a una terminologfa y 2 un
lenguaje aceptado por la comunidad
cientifica internacional. Es por este
motivo que se ha querido resaltar
en el presente articulo la importan-
cia del nuevo ordenamiento taxoné-
mico inherente a un grupo tan
importante de microorganismo
fitopatogénicos como los fitoplas-
mas, responsables de enfermedsades
econémicamente peligrosas, sobre
todo en los pafses tropicales y
subtropicales con climas cdlidos -
hatmedos como Venezuela.
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Cuadro 2. Elenco de plantas hospederas de MLO en Venezu-

ela. (Castillo,1983.)

Nombre comGn Nombre cientifico Sintomas
Alonjolf Sesamun indicum L. 1
Aiiil Indigofera suffnuticosa Mill. 1,2
Canutillo Milleria quinqueflora 1
Caraota Phaseolus vulgaris 1
Cordén de Fraile Leonotis repetaefolia (LYR. Br. 1
Crotalaria Crotalaria agatiflora 1,2
Dolichos Dolichos lablab 1
Escoba dulce Scoparia dulecis 1
Frijol de Monte Phaseolus lathyroides 1
Frijolillo Phaseolus aureus 1
Maiz Zea mais 4
Quinchoncho Cajanus cajan 1,2
Soya Glicine max 1,2
Desmodium Desmodium barbatum Benth 1
Buenas Tardes Catharanthus roseus G. Don.
(«Periwinkle») Lochnera rosea (L) Rchb. 1,2,3

Sintomas
1) Filodia (phylody)

Vinca rosea L.

2) Escobillas (little leaf)
3) Escoba de Brujas (witches' broom)
4) Enanismo (dwarf, stunt)

Situacion del conocimiento en Venezuela

Son diversas las fitopatias
ocasionadas por fitoplasmas en
Venezuela. Hasta 1987 habian sido
sefialados unicamente sintomas
tipicos de micoplasmosis en 15
especies vegetales diversas, cuadro
2 (3, 14, 15). Los estudios en el pais
han sentado las bases para futuros
estudios moleculares. Se conocen
hospederos, sintomas macros-
cépicos caracterfsticos como filodia,
diversos grados de clorosis, achapa-
rramiento, sobrebrotaciones, acor-
tamiento de entrenudos, virescen-
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cia etc. acorde con el hospedero, asf
como, sintomas ultraestructurales:
presencia de corptsculos en flcema
y n6dulos de legumbres, estruc-
turas para-cristalinasy cristalinas,
adherencia electrondensas asocia-
das a lisis, etc, pero poco se han
estudiados los vectores en Venezu-
ela y ningtna investigacién a aivel
molecular que permita identificar
MLO a nivel de especie. Ante el
reciente progreso logrado en la
identificacién de este tipo de m.icro-
organismo la informaci6on biisica
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acumulada en Venezuela consti-
tuye el punto de apoyo requerido
para dar inicio a la etapa de iden-
tificacién molecular y poder aclarar
que especie de fitoplasma se encu-
entra presente en cada caso (cuadro
2). Serd necesaria una integracién
entre laboratorios locales y otros
que hayan tomado ventaja de sus
propias experiencias, y permitan
adiestrar y actualizar recursos
humanos locales sobre el manejo de
técnicas moleculares y equipos. En

este sentido, los convenios interna-
cionales de cooperacién auspiciados
por las instituciones rectoras de la
investigacién en el pafs pueden ser
de gran ayuda a los investigadores
interesados durante las etapas
iniciales. Venezuela constituye un
escenario epifitiolégico interesante
por su clima tropical y biodiver-
sidad. La informacién diagnéstica
que se recabe sera de gran utilidad
cientifica y practica para la agricul-
tura.
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