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Abstract. Effectors are small molecules, mostly
proteins, produced by microorganisms that use
them to interact with their hosts. Regarding
plant hosts, effectors suppress plant immunity
by interfering with microorganism perception,
signaling, and biosynthesis of phytoregulators,
among other processes. In recent years, interest
in effectors in phytopathology has grown due to
their contribution to phytopathogen virulence
and, by extension, their impact on agricultural
production. However, effector molecules are
complex. On one hand, these molecules are
secreted for the benefit of the phytopathogen and
often trigger disease susceptibility. However,
plants have evolved receptors that recognize
some effectors, and this recognition can trigger
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Resumen. Los efectores son moléculas peque-
flas, mayormente proteinas, producidas por los mi-
croorganismos que las utilizan para interaccionar
con sus hospederos. En el caso de los hospederos
vegetales, los efectores suprimen la inmunidad ve-
getal interfiriendo en la percepcion del microorga-
nismo, la sefializacion y la biosintesis de fitorregu-
ladores, entre otros procesos. En los ultimos afios
ha crecido el interés de los efectores en la fitopato-
logia debido a su contribucion en la virulencia de
los fitopatogenos y, por ende, en el impacto de éstos
en la produccion agricola. Sin embargo, los efecto-
res son complejos. Por un lado, estas moléculas son
secretadas para el beneficio del fitopatdgeno y sue-
len desencadenar susceptibilidad a la enfermedad.
Sin embargo, las plantas han desarrollado recepto-
res que reconocen a algunos efectores y este reco-
nocimiento desencadena resistencia a la enferme-
dad. Es decir, algunos efectores resultan en salud
vegetal, mientras otros determinan el desarrollo de
la enfermedad. Esta revision se enfoca en los efec-
tores de los fitopatogenos y sus funciones, asi como
los mecanismos que muchos usan para vencer la
inmunidad innata vegetal, por lo que son actores
claves en la fitopatologia. Por tltimo, se describen
los potenciales usos de los efectores en el sector
agricola y los retos asociados con su aplicacion.
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disease resistance. Essentially, some effectors
safeguard plant health, while others promote
disease development. This review focuses on the
effectors of phytopathogens and their functions, as
well as the mechanisms that many of them use to
overcome plant innate immunity, making them key
players in phytopathology. Finally, the potential
uses of effectors in the agricultural sector and the
challenges associated with their application are
described.

Key words: Protein effectors, effectoromics, plant-
pathogen interaction, R proteins, cognates, crop
protection, phytopathology

All plants, including those of the highest
agricultural importance in the world such as rice,
maize, soybeans and wheat, are affected by severe
infections caused by pathogens such as bacteria,
fungi, oomycetes and viruses (Nazarov et al.,
2020; Velasquez et al., 2018). Infections caused by
Magnaporthe oryzae in rice, Puccinia spp. in wheat
and Fusarium spp. in all cereals, for example,
contribute to losses in yield and quality of harvests
globally (Almeida et al., 2019). Agronomic losses
caused by pests and diseases are estimated to cover
up to 40% of the world’s annual production (FAO,
2017). Incidences of plant diseases reduce food
production and increase production costs, making
them less accessible to the consumer (Ristaino et
al., 2021; Savary et al., 2019). In addition, they
reduce the diversity of species of, for example,
beneficial insects and microbes (Gupta et al., 2022;
van der Sluijs, 2020) and pose a risk to human
health due to the indiscriminate use of pesticides
for the control of plant pathogen populations (Rani
etal.,2021).

The study of key factors that hinder or determine
the development of plant diseases may help develop
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Palabras claves: Efectores proteicos, efectoromi-
ca, interaccion planta-patégeno, proteinas R, cog-
nados, proteccion vegetal, fitopatologia

Todas las plantas, incluyendo las de mayor im-
portancia agricola en el mundo, como el arroz, el
maiz, la soyay el trigo se ven afectados por severas
infecciones causadas por fitopatdgenos como bac-
terias, hongos, oomicetos y virus (Nazarov et al.,
2020; Velasquez et al., 2018). Las infecciones cau-
sadas por Magnaporthe oryzae en arroz, Puccinia
spp. en trigo y Fusarium spp. en todos los cereales,
por ejemplo, contribuyen a las pérdidas en rendi-
miento y calidad de la cosecha de manera global
(Almeida et al., 2019). Se estiman que las pérdidas
agronomicas causadas por plagas y enfermedades
abarcan hasta 40% de la produccién global anual
(FAO, 2017). Las incidencias de las enfermedades
vegetales reducen la produccion de alimentos y au-
mentan el costo de produccion, haciéndoles menos
accesibles al consumidor (Ristaino et al., 2021;
Savary et al., 2019) Ademas, reducen la diversidad
de las especies, por ejemplo, de insectos y micro-
bios benéficos (Gupta et al., 2022; van der Sluijs,
2020), y presentan un riesgo a la salud humana de-
bido al uso indiscriminado de pesticidas para con-
trolar las poblaciones de los fitopatdgenos (Rani et
al., 2021).

Centrar esfuerzos en el estudio de factores cla-
ves que impiden o determinan el desarrollo de la
enfermedad vegetal puede permitir el desarrollo de
métodos de control eco-amigables que reduzcan el
control quimico (Thakur et al., 2020; Baker et al.,
2020). El objetivo de esta revision es mostrar la im-
portancia de los efectores en la fitopatologia y pro-
poner sus potenciales usos para la proteccion vege-
tal. Para esta revision se buscaron articulos con pa-
labras clave como “efectores proteicos”, “efectores
en interacciones planta-patogeno”, “aplicaciones
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eco-friendly control methods that reduce chemical
control (Thakur et al., 2020; Baker et al., 2020).
The aim of this revision is to show the importance
of effectors in phytopathology and to propose
potential uses for the protection of plants. For this
revision, we searched for articles with key words
such as “protein effectors”, “effectors in plant-
pathogen interactions”, “applications of effectors”
and “effectoromics in pathogenic fungi” in the
Google Scholar and PubMed databases. Articles
from the past 15 years were selected, with a greater
emphasis on the last 5 years, along with some older
articles which are important references in the area
of effectors.

Many effectors play roles in the suppression of
immune responses in host plants; some effectors are
hydrolytic enzymes, others are enzyme inhibitors,
others modulate the microbiome of the host or
protect the pathogen physically against enzymatic
lysis (Rocafort et al., 2020; Schreiber et al., 2021;
Snelders et al., 2022; Zhang et al., 2022).

The effectors are part of the molecular arsenal
of microorganisms, both beneficial and pathogenic,
that interact with the host plant or with other
microorganisms (Castillo-Sanmiguel et al., 2020;
Todd et al., 2022a). However, these molecules
have been studied mostly in the context of plant
pathogens, since they are key tools used by the
phytopathogen to cause an infection and thereby
obtain necessary nutrients from the host. They
have been found in fungal (Carre6n-Anguiano et
al., 2020; Sperschneider et al., 2018), bacterial
(Rufian et al. 2021), viral phytopathogens (Huang,
2021) and even larger organisms such as insects
(Chen et al. 2019; Ray and Casteel, 2022) and
nematodes (Figure 1A) (Verhoeven et al., 2023;
Vieira and Gleason, 2019). The development of the
omic technologies (genomics, transcriptomics and
proteomics), as well as bioinformatics, has helped
identify wide catalogues of effectors contained in
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de efectores” y “efectoromica en hongos patogé-
nicos” en las bases de datos de Google Scholar y
PubMed. Se seleccionaron articulos de los tltimos
15 afios, con mayor énfasis en los ultimos cinco
afnos; también se incluyeron algunos articulos mas
antiguos que son referentes en el area de los efec-
tores.

Muchos efectores desempeiian un papel en la
supresion de las respuestas inmunitarias de la plan-
ta hospedera; algunos efectores son enzimas hi-
droliticas, otros son inhibidores de enzimas, otros
juegan un papel en modular el microbioma del hos-
pedero o protegen fisicamente al patdégeno contra
lisis enzimatica (Rocafort et al., 2020; Schreiber et
al.,2021; Snelders et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Los efectores forman parte del arsenal molecular
de los microorganismos, tanto benéficos como pa-
togénicos, que interactuan con la planta hospedera
0 con otros microorganismos (Castillo-Sanmiguel
etal.,2020; Todd et al., 2022a). Sin embargo, estas
moléculas se han estudiado mayormente en el con-
texto de los fitopatdogenos, ya que son herramien-
tas clave empleadas por el fitopatdgeno para lograr
una infeccion y obtener los nutrientes del hospe-
dero. Se han encontrado en fitopatégenos fungicos
(Carreon-Anguiano et al., 2020; Sperschneider et
al., 2018), bacterianos (Rufian et al. 2021), vira-
les (Huang, 2021) hasta organismos mas grandes
como los insectos (Chen et al. 2019; Ray y Casteel,
2022) y nematodos (Figura 1A) (Verhoeven et al.,
2023; Vieira y Gleason, 2019). El desarrollo de las
tecnologias Omicas (gendmica, transcriptomica y
protedmica) asi como de programas bioinformati-
cos, han permitido la identificacion e investigacion
de amplios catalogos de efectores contenidos en los
genomas de los organismos (Carredn-Anguiano et
al.,2022; Chen et al., 2021; Huang et al., 2022).

La identificacion y caracterizacion de los efec-
tores son actividades sumamente importantes, por-
que dan la pauta para comprender mejor como los
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Figure 1.
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The pathogen-plant molecular interaction. A) Effectors, the molecular weapons of phytopathogens and pests.
Bacteria, fungi, oomycetes, viruses, insects and nematodes secrete a plethora of effectors targeting the plant host,
preventing their recognition by said host and blocking the host immune response to favor colonization. B.) On the
other hand, the plants, in the first line of defense, recognize conserved molecules known as MAMPs (e.g., fungal
chitin) that activate the defense mechanism called MTI. In the second line of plant defense, resistance proteins
(R) recognize Avr effectors of the pathogen. This induces the hypersensitive response and localized cell death to
prevent further infection (ETI). When R proteins are incapable of recognizing the Avr effector, effector-triggered
susceptibility (ETS) ensues, and the disease is established.

Interaccion patégeno-hospedero. A) Efectores, las armas moleculares de fitopatogenos y plagas. Las bacterias,
hongos, oomicetos, virus, insectos y nematodos son capaces de secretar una plétora de efectores hacia el hospedero,
que les permiten impedir su reconocimiento por la planta, bloquear la respuesta inmune y favorecer su propio
desarrollo. B) Por su parte, las plantas, en la primera linea de defensa, reconocen “patrones moleculares asociados
a microorganismos” (MAMP, por sus siglas en inglés), que son moléculas conservadas, como la quitina de los
hongos y activa el mecanismo de defensa MTI. En otra linea de defensa vegetal, las proteinas de resistencia (R)
reconocen los efectores Avr del patégeno, lo que induce la respuesta de hipersensibilidad y la muerte localizada
de las células del hospedero para contener la infeccién (ETI). Cuando las proteinas R son incapaces de reconocer
al efector, se desarrolla la susceptibilidad mediada por el efector y se establece la enfermedad.

the genomes of organisms (Carredn-Anguiano et fitopatogenos infectan a sus hospederos, causando
al.,2022; Chen et al., 2021; Huang et al., 2022). reducciones masivas en el rendimiento de los culti-

The

identification and characterization of vos y amenazando la seguridad alimentaria a nivel

effectors are extremely important activities, since mundial. El estudio de los efectores esta abriendo

they provide clues as to how phytopathogens infect un camino para su aplicacion en el sector agricola,
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their hosts, causing massive reductions in crop
yields, threatening food security worldwide. The
study of effectors is paving the way for their use
in agriculture, providing an opportunity for the
creation of new methods to control phytopathogens
within integrated management systems.

Effectors and their characteristics

Effectors are defined as small molecules,
generally secreted, which manipulate the structure
and the function of the host cell, allowing the
microorganism to establish an interaction with
the host (Fabro, 2022; Langin et al., 2020). These
molecules produce physical and physiological
changes in the target organisms (the organisms
upon which they act) and in some cases, on the
same microorganisms that produce them (Cai et al.,
2023; Figueroa et al., 2021; He et al., 2020). Most
of the effectors known today are proteins (Carreon-
Anguiano et al., 2020; Kanja and Hammond-
Kosack, 2020; Sperschneider and Dodds, 2022),
although secondary metabolites (Rangel and
Bolton, 2022), and small RNAs have also been
described (Yamankurt ef al., 2020).

Most of the known effectors are not conserved
among different organisms, therefore the in silico
predicative identification approaches have been
based on relatively wide structural criteria, mainly
(a) the number of amino acids (usually less than
400 amino acids); b) the presence of a signal
peptide, which increases the probability of the
protein exiting the phytopathogen cells (Carre6n-
Anguiano et al., 2020; Sperschneider et al., 2018;
Sperschneider and Dodds, 2022); ¢) the number
or percentage of the amino acid cysteine, as many
apoplastic effectors are rich in this amino acid;
and (d) candidates are also selected based on the
absence of transmembrane domains (Carredn-
Anguiano et al., 2020). Other characteristics help
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lo cual involucra la creacion de nuevos métodos
para controlar las poblaciones de fitopatogenos en
los sistemas de manejo integrado.

Los efectores y sus caracteristicas

Los efectores se definen como pequefias molé-
culas, generalmente secretadas, que manipulan la
estructura y funcion de la célula hospedera, per-
mitiendo que el microorganismo establezca una
interaccion con el hospedero (Fabro, 2022; Langin
et al., 2020). Estas moléculas producen cambios
fisicos y fisioldgicos en los organismos diana (los
organismos sobre los cuales actian) y, en algunos
casos, en los propios microrganismos que los pro-
ducen (Cali et al., 2023; Figueroa et al., 2021; He et
al., 2020). La mayoria de los efectores conocidos
hoy en dia son de naturaleza proteica (Carreon-
Anguiano et al., 2020; Kanja y Hammond-Kosack,
2020; Sperschneider y Dodds, 2022), aunque tam-
bién se han descrito metabolitos secundarios (Ran-
gel y Bolton, 2022) y ARN pequeiios (Yamankurt
et al., 2020).

La mayoria de los efectores conocidos no es-
tan conservados entre diferentes organismos, por
lo que los enfoques de identificacion in silico (pre-
diccion) se han basado en: a) criterios estructurales
relativamente amplios, principalmente la longitud
del nimero de aminodcidos (usualmente menos de
400 aminoacidos); b) presencia de sefial de secre-
cion, que aumenta la probabilidad de la salida de la
proteina de las células del fitopatégeno (Carredn-
Anguiano et al., 2020; Sperschneider et al., 2018;
Sperschneider y Dodds, 2022); ¢) el nimero o por-
centaje del aminodacido cisteina, ya que los efecto-
res son ricos en este aminoacido; d) y también se
seleccionan candidatos basados en la ausencia de
dominios transmembranales (Carreén-Anguiano et
al., 2020). Existen otras caracteristicas que ayudan
a refinar su identificacidon, como es el incremento
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refine their identification, such as the increase
in their expression during the interaction of the
phytopathogen with its host (Tao et al., 2020;
Toruno et al., 2016). Likewise, in the amino acid
sequences of the protein effectors, small conserved
regions called motifs can be identified, such as
RxLR, CHXC or LFLAK, common in oomycete
effectors (Fabro et al., 2022).

Some effectors are codified by genes found
in dispensable chromosomes (named as such
because these chromosomes are not present
in all the microorganism strains, unlike the
indispensable ones) or in chromosomal regions
rich in repetitions and with a scarce gene density
(Peng et al.,2019). Noar and Daub (2016) analyzed
the distribution of genes related to virulence in
the fungus Pseudocercospora fijiensis and found
that most are located in “dispensable” genomic
regions, and using transcriptomic analysis, they
found that these genes are expressed during the
P. fijiensis infection of banana (Musa acuminata).
Using EffHunter, an algorithm that integrates the
canonical characteristics of the effectors (Carreon-
Anguiano et al., 2020), 136 effectors were predicted
for P. fijiensis; these effectors are distributed in
dispensable genomic regions, as well as in the
genomic regions found in all strains, known as the
“core” genome.

The genes that codify effector proteins are
under high evolutionary pressure, which results
in a higher mutation rate in these genes than in
other gene families. Consequently, polymorphisms
are commonly found in the sequences of effectors
shared among strains of the same species; such
changes are related to the adaptation and virulence
on the host (Kanja and Hammond-Kosack, 2020;
Padilla-Ramos et al., 2018). Regarding the level of
conservation, some effectors are found in related
microorganisms, and others, in phylogenetically
distant organisms. In these cases, orthologous
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de su expresion durante la interaccidon del fitopa-
togeno con su hospedero (Tao et al., 2020; Torufio
et al., 2016). Asimismo, en las secuencias de ami-
noacidos de los efectores proteicos se pueden iden-
tificar pequefas regiones conservadas llamadas
motivos, por ejemplo, los motivos RXLR, CHXC,
o LFLAK, frecuentes en los efectores de los oomi-
cetos (Fabro et al., 2022).

Algunos efectores estan codificados por genes
que se encuentran en cromosomas dispensables
(llamados asi porque no estan presentes en todas
las cepas de un microorganismo; contrario de los
indispensables) o en regiones cromosdmicas ricas
en repeticiones y con escasa densidad de genes
(Peng et al., 2019). Noar y Daub (2016) analizaron
en el hongo Pseudocercospora fijiensis la distribu-
cion de los genes relacionados con la virulencia,
encontrando que la mayoria se localiza en regio-
nes genomicas “dispensables”, y mediante anali-
sis transcriptomico se observo que estos genes se
expresan durante la infeccion del banano (Musa
acuminata). Mediante el empleo de EffHunter, un
algoritmo que integra las caracteristicas candnicas
de los efectores (Carredn-Anguiano et al., 2020)
se predijeron 136 efectores en P. fijiensis, y €stos
se distribuyen tanto en las regiones gendomicas dis-
pensables como también en las regiones genomicas
presentes en todas las cepas, conocido como geno-
ma “core”.

Los genes que codifican proteinas efectoras es-
tan bajo alta presion evolutiva, lo que lleva a una
tasa de mutacion mas elevada que en otras familias
de genes. En consecuencia, es comun observar po-
limorfismos en las secuencias de efectores entre los
aislados de una especie, cambios asociados con la
adaptacion y virulencia sobre el hospedero (Kan-
ja y Hammond-Kosack 2020; Padilla-Ramos et
al., 2018). Con respecto al nivel de conservacion,
algunos efectores estan presentes en microorga-
nismos relacionados, y algunos entre organismos
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proteins (proteins that are homologous proteins
in sequence, having the same function in different
organisms and originating from one the same
ancestor) display little sequence similarity. A clear
exampleistheeffector Avr4, whichisshared between
species of the same class of Dothidiomycetes; Avr4
in P, fijiensis only displays 50.5% identity with its
orthologous protein in the fungus Cladosporium
fulvum (Hurlburt et al., 2018).

Even though the percentage of identity between
the members of an effector family tends to be low,
the current omic analyses show the presence of
conserved domains and motifs in effector proteins.
Some of the most frequently identified domains
include LysM, ceratoplatanin, RNAase, necrosis
inducing protein domains (NPP1 or NEP), CFEM,
among others (Carredn-Anguiano et al., 2022;
Outram et al., 2021; Zhao et al., 2020). Recent
investigations reveal that a microorganism can
contain hundreds of effectors (Carredn-Anguiano
et al., 2020; Noar and Daub, 2016; Sperschneider
et al., 2018), with different functions that are
expressed in different moments (Noar and Daub,
2016; Torufo et al., 2016). Most of them interfere
with signaling functions in the plant, the synthesis
of phytoregulators or in plant defense mechanisms
(Fabro 2022; Han yand Kahmann, 2019; Padilla-
Ramos et al., 2018; Plett et al., 2020).

Effectors and plant immunity (disease or health)

Plants have an innate immune system that
responds to the presence of phytopathogens (Chang
et al., 2022; Jones and Dangl 2006; Thordal-
Christensen, 2020). Plants recognize conserved
molecules called microbial-associated molecular
patterns, or MAMP, and the recognition triggers
the primary immune response (basal defense).
The immunity activated by these MAMP involves
the participation of receptors in the plant that
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filogenéticamente distantes. En estos casos, las
proteinas ortdlogas (es decir proteinas homologas
en secuencia, que tienen la misma funcién en or-
ganismos diferentes y provienen de un ancestro
comun) presentan poca similitud de secuencia. Un
claro ejemplo es el efector Avr4, ya que es un efec-
tor compartido entre especies de la misma clase
de Dotidiomicetos; el Avr4 de P. fijiensis solo pre-
senta 50.5% de identidad con su proteina ortéloga
en el hongo Cladosporium fulvum (Hurlburt et al.,
2018).

A pesar de que el porcentaje de identidad en-
tre los miembros de una familia de efectores suele
ser baja, los analisis 6micos realizados actualmente
evidencian en los efectores la presencia de domi-
nios y motivos proteicos conservados. Entre los
dominios mds frecuentemente identificados estan
LysM, ceratoplatanina, ARNasa, inductor de ne-
crosis (NPP1 o NEP), CFEM, entre otros (Carreon-
Anguiano et al., 2022; Outram et al., 2021; Zhao
et al., 2020). Investigaciones recientes revelan
que cada microorganismo puede poseer cientos de
efectores (Carreon-Anguiano et al., 2020; Noar y
Daub, 2016; Sperschneider ef al., 2018), con dife-
rentes funciones, que se expresan en diferentes mo-
mentos (Noar y Daub, 2016; Toruiio et al., 2016).
La mayoria interfiere con funciones de senaliza-
cion en la planta, la sintesis de fitorreguladores o
en los mecanismos de defensa (Fabro 2022; Han y
Kahmann, 2019; Padilla-Ramos et al., 2018; Plett
et al., 2020).

Efectores y la inmunidad vegetal (enfermedad
o salud)

Las plantas tienen un sistema inmunoldgico
innato que responde a la presencia de los fitopa-
togenos (Chang et al., 2022; Jones y Dangl 2006;
Thordal-Christensen, 2020). Las plantas recono-
cen moléculas conservadas llamadas “patrones
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recognize these molecular patterns (PRR) and
trigger the MAMP-triggered Immunity (MTI).
MAMP molecules include chitin and glucan in
fungi, bacterial flagellin, among others (Alhoraibi
et al., 2019; Zhou y Zhang, 2020). This detection
takes place in the apoplast of plant cells and the
plant defends itself by producing reactive oxygen
species (ROS), antimicrobial compounds and
hydrolytic enzymes. Phytopathogens respond by
secreting effectors, which allow it to deactivate the
immunity response or overcome the effects of the
host’s defense mechanism. In their coevolution,
plants have developed a second line of defense, the
effector-triggered immunity (ETI), which involves
the detection of avirulence effectors (Avr effectors)
(Figure 1B). The proteins that recognize the Avr
effectors are intracellular receptors known as
resistance proteins (R), or cognates, and they play
a very important part in genetic breeding programs
(Ghislain et al., 2019; Li et al., 2020; Thordal-
Christensen, 2020). All plants have a wide family
of resistance genes; for example, in the genome of
Arabidopsis thaliana, over 200 genes are predicted
which codify leucine-rich repeat receptor-like
protein kinases (LRR-RLK), one type of R gene
family (Wu et al., 2016).

The interaction between the avirulence factors
and the R proteins is a ubiquitous one in nature, but
it was first described in the interaction between the
biotrophic fungus Melampsora lini and the plant
Linum usitatissimum (Flor, 1942). In the absence
of the protein R or cognate, or in the presence of a
protein R incapable of recognizing the effector, the
ETI defense mechanism is not induced and instead,
the effector promotes phytopathogen virulence
(Jones and Dangl 2006; Todd et al., 2022a). This
leads to effector-triggered susceptibility (ETS)
and the expression of the Avr effector genes
typically reaches its peak in the first stages of
the infection. Conversely, when the Avr protein
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moleculares asociados a microorganismos”
(MAMP, por sus siglas en inglés), y el reconoci-
miento desencadena la respuesta inmune primaria
(defensa basal). La inmunidad activada por estos
MAMP involucra la participacion en la planta de
receptores que reconocen esos patrones molecu-
lares (PRR), y disparan la respuesta de inmunidad
(MTIL, por “MAMP-Triggered Immunity”). Entre
las moléculas MAMP se encuentran la quitina y el
glucano de los hongos, la flagelina bacteriana, entre
otros (Alhoraibi et al., 2019; Zhou y Zhang, 2020).
Esta deteccion ocurre en el apoplasto de las célu-
las vegetales y la planta se defiende produciendo
especies reactivas de oxigeno (ROS), compuestos
antimicrobianos y enzimas hidroliticas. Los fitopa-
togenos responden secretando efectores, que le per-
miten inactivar la respuesta de inmunidad o superar
los efectos de los mecanismos de defensa del hos-
pedero. En su coevolucidn, las plantas han desarro-
llado una segunda linea de defensa, la inmunidad
desencadenada por efectores (ETI, por sus siglas
en ingles), que involucra la deteccion de los efecto-
res de avirulencia (efectores Avr) (Figura 1B). Las
proteinas que reconocen a los efectores Avr son re-
ceptores intracelulares conocidas como proteinas
de resistencia (R), también llamados cognados, y
juegan un papel muy importante en los programas
de mejoramiento genético (Ghislain et al., 2019; Li
et al., 2020; Thordal-Christensen, 2020). Todas las
plantas tienen una amplia familia de genes de resis-
tencia; por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis
thaliana se predicen mas de 200 genes que codifi-
can receptores tipo quinasa con motivos repetidos
ricos en leucina (LRR-RLK), una clase de genes R
(Wuet al., 2016).

La relacion entre los factores de avirulencia con
la proteina R, es una interaccion ubicua en la natu-
raleza, pero fue descrita primero en la interaccion
entre el hongo biotrofo Melampsora lini y la planta
Linum usitatissimum (Flor, 1942). En ausencia de
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of the phytopathogen is recognized, an important
phenomenon of ETI called the hypersensitive
response (HR) is triggered. The HR is unfavorable
for the phytopathogen since it produces localized
cell death in the host at the site of infection; this
prevents further pathogen invasion, keeping the
plant healthy. This molecular interaction is key
to the incompatible plant-pathogen interaction,
which involves a resistant host and an avirulent
phytopathogen that is unable to counteract the
defense of the plant. On the contrary, the association
of the phytopathogen with the susceptible host
results in a compatible interaction through the ETS
(He et al., 2020; Thordal-Christensen, 2020; Todd
et al., 2022a).

Characterization of effectors

In silico identification of effectors in microbial
genomes has resulted in tens or hundreds of
effector candidates (Carredn-Anguiano et al.,
2022; Sperschneider et al., 2018) which must be
experimentally validated to determine if they are
indeed true effectors.

Nicotiana benthamiana has been widely used as
a model plant to transiently express the effectors
and study the phenotype that results from this
expression; its success as a model plant is due to
its small size, fast growth and its ease of genetic
manipulation. The most widely used method for
functional analysis is “agroinfiltration”, which
involves the transformation of Agrobacterium
tumefaciens with an expression vector that contains
the complete codifying region of the effector;
later, the transformed bacteria is infiltrated in the
N. benthamiana leaves (Figure 2). True effectors
are identified because they generate a particular
phenotype as a result of the HR. Most produce
characteristic lesions on the leaf, between chlorotic
and necrotic, due to their presence activating
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la proteina R o cognado, o en presencia de una pro-
teina R incapaz de reconocer al efector, no se en-
ciende el mecanismo ETI de proteccion y defensa 'y
el efector promueve la virulencia del fitopatdogeno
(Jones y Dangl 2006; Todd et al., 2022a). Esto con-
lleva a la susceptibilidad desencadenada por efec-
tores (ETS, por sus siglas en ingles); la expresion
de los genes efectores Avr tipicamente alcanza su
punto maximo en las primeras etapas de la infec-
cion. Cuando la proteina Avr del fitopatdgeno es re-
conocida, se desencadena la respuesta de hipersen-
sibilidad (RH), un fenémeno importante de la ETL.
La RH es desfavorable para el fitopatogeno debido
a la muerte celular localizada del hospedero, que se
produce en el sitio de infeccion y evita la invasion,
manteniendo a la planta sana. Esta interaccion mo-
lecular es clave en la interaccion incompatible, que
involucra un hospedero resistente y un fitopatogeno
cuya virulencia no es suficiente para contrarrestar
la defensa vegetal. Por el contrario, la asociacion
del fitopatogeno con el hospedante susceptible re-
sulta en una interacciéon compatible a través del
ETS (He et al., 2020; Thordal-Christensen, 2020;
Todd et al., 2022a).

Caracterizacion de los efectores

La busqueda in silico de efectores en los geno-
mas microbianos resulta en decenas o cientos de
candidatos a efectores (Carredn-Anguiano et al.,
2022; Sperschneider et al., 2018); los cuales se de-
ben validar experimentalmente para comprobar si
son efectores verdaderos y en consecuencia estu-
diar su funcion.

Nicotiana benthamiana se ha utilizado am-
pliamente como planta modelo para expresar a
los efectores de manera transitoria y estudiar el
fenotipo que resulta de dicha expresion; su éxito
como planta modelo es debido a su tamafio peque-
o, crecimiento rapido y facilidad de manipulacion
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Figure 2.

Figura 2.

Transformacion celular
Fluorescencia por

expresion de gen

Effector functional analysis workflow. Effectors are first identified through bioinformatics, and some are later
selected for functional analysis. The full-length coding sequence is cloned in Agrobacterium tumefasciens, then
inoculated in leaves of the model plant, Nicotiana benthamiana. Effectors can be recognized by the plant receptors
resulting in lesions on the leaves produced by the hypersensitive response. However, biotrophic effectors are
identified because they can suppress the hypersensitive response in plants that have been made to express a
particular R protein; for their characterization, the effector recognized by this R protein is co-agroinfiltrated with
the putative biotrophic-associated effector.

Flujo de investigacion en la efectorémica. Los efectores son identificados primero in silico mediante bioinformatica
y aquellos seleccionados son evaluados mediante analisis funcional. La secuencia completa de la region codificante
es clonada en Agrobacterium tumefasciens, y luego inoculada en las hojas de la planta modelo Nicotiana
benthamiana. Los efectores que son reconocidos por alguno de los receptores de la planta generan lesiones en
las hojas o, por el contrario, en el caso de los efectores biotréficos éstos se reconocen porque pueden suprimir la
respuesta hipersensible en plantas en las que se haya clonado una proteina R determinada y se co-agroinfiltre
el efector que reconoce esa proteina cognada, junto con el candidato en evaluacion que se sospecha es efector
asociado a un organismo biotréfico.
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systemic acquired resistance (Jones and Dangl,
2006; Porras et al., 2022). In turn, other effectors,
such as those from biotrophic phytopathogens,
characteristically hinder the activation systemic
acquired resistance and HR (Zhang et al., 2022).
The success of N. benthamiana or Arabidopsis
thaliana as model plants to identify phytopathogen
effectors that do not infect them naturally has been
described as non-host resistance (NHR). This form
of resistance refers to the resistance displayed by
a plant species against all the genetic variants of
a non-adapted phytopathogen species (Wu et al.,
2023).

Several techniques are currently in use to
explain the function of effectors. The most common
techniques interfere with their expression, such
as the generation of “knock out” mutants, which
eliminates the gene from the pathogen’s genome,
“knock down” or gene silencing using RNA
interference (RNAi), which does not eliminate
the gene, but interferes post-transcriptionally on
the mRNA, preventing its correct translation, and
finally, gene editing with CRISPR/Cas9 (Kanja
and Hammond-Kosack, 2020). By interrupting the
gene’s function, the evaluation determines whether
the virulence in a susceptible host is lost (or reduced)
to prove that the candidate is a true effector, and
a possible protein of interest in phytopathology
(Kanja and Hammond-Kosack, 2020).

Other analysis to characterize the -effector
involves cloning it as a chimeric protein, fusing the
codifying region of the effector with a fluorescent
protein. This helps determine its subcellular
location, that is, whether it is apoplastic or if the
protein localizes to intracellular organelles, which
helps later locate their target proteins (Camborde
et al., 2022; Tang et al., 2022). Identifying and
characterizing effectors continue to be challenging
tasks. Despite their studies having started 80 years
ago (Flor, 1942), by 2020, the functions of only
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genética. El método mas empleado para el anélisis
funcional es el de “agroinfiltracion”, el cual invo-
lucra la transformacion de Agrobacterium tumefa-
ciens con un vector de expresion que contenga la
region codificante completa del efector de interés;
posteriormente la bacteria transformada se infiltra
en hojas de N. benthamiana (Figura 2). Los efec-
tores verdaderos son identificados porque generan
un fenotipo particular como resultado de la RH.
La mayoria produce lesiones caracteristicas entre
cloroticas y necroticas en la hoja, debido a que
su presencia activa la reaccion sistémica adquiri-
da (Jones y Dangl 2006; Porras et al., 2022). En
cambio, otros efectores, por ejemplo, de fitopatod-
genos biotréficos, se identifican por impedir la ac-
tivacion de la reaccion sistémica adquirida y la RH
(Zhang et al., 2022). El éxito de N. benthamiana o
de Arabidopsis thaliana como plantas modelo para
identificar efectores de los fitopatdgenos que no la
infectan naturalmente se ha descrito como resis-
tencia inespecifica (NHR, “non-host resistance”).
Esta forma de resistencia se refiere a la resistencia
exhibida por una especie vegetal contra todas las
variantes genéticas de una especie de fitopatogeno
no adaptado (Wu et al., 2023).

Actualmente, existen varias técnicas para elu-
cidar la funcién de los efectores. Las técnicas mas
comunes interfieren con su expresion, como la ge-
neracion de mutantes “knock out” en la que se eli-
mina el gen del genoma del patdgeno, el “knock
down” o silenciamiento génico utilizando ARN
de interferencia (ARNi) que no elimina el gen,
pero interfiere pos-transcripcionalmente sobre el
ARNm, impidiendo su correcta traduccion, y la
edicion génica con CRISPR/Cas9 (Kanja y Ham-
mond-Kosack, 2020). Al interrumpir la funcion del
gen, se evalua si la virulencia sobre un hospedero
susceptible se pierde (o se reduce) para comprobar
que el candidato es un efector verdadero, y una po-
sible proteina de interés en la fitopatologia (Kanja
y Hammond-Kosack, 2020).
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150 true fungal effectors were known (Carredn-
Anguiano et al., 2020), although the number has
increased significantly and to date, more than 300
effectors have been discovered (Nur et al., 2021;
Sperschneider and Dodds, 2022).
Functions of the effectors
Effectors participate in all
interactions; in
phytopathogens as well as in interactions between
plants and beneficial microorganisms, such as
mycorrhizae (Plett et al., 2020; Kang et al., 2020),
and recently, they were also discovered in microbe-
microbe interactions (Snelders et al., 2020;
Snelders et al., 2021). Regarding phytopathogens,
the effector functions reflect their lifestyles; for
example, biotrophic phytopathogens require a live
host to complete their infection cycle, whereas
necrotrophic phytopathogens require dead tissue
to obtain their nutrients. On the other hand,
hemibiotrophic phytopathogens are a combination
of the previous two; they obtain their nutrients
from live tissue first and from dead tissue at the
end of their infection cycle. While the effectors of
biotrophic organisms usually work by blocking
the host’s immune response; the effectors from
necrotrophs trigger the host’s defense mechanism,

plant-microbe

negative interactions with

but in an uncontrolled manner that is intense and not
localized, inducing host cell death. Hemibiotrophic
phytopathogens initially produce effectors that
suppress the immune response and cell death,
but later, in the necrotrophic phase, they secrete
effectors that induce host cell death (Castillo-
Sanmiguel et al., 2022; Jones and Dangl, 2006;
Thordal-Christensen, 2020; Todd et al., 2022a)
(Figure 3). For example, in Botrytis cinerea, the
effector BcNEP1 shows strong expression at the
initial phase of the infection, whereas effectors
BcSSP2 and BeNEP2 are expressed later on (Zhu
et al., 2022). Similarly, in Colletotrichum spp., a
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Otros analisis para caracterizar al efector es su
clonacion como quimera, fusionando la region co-
dificante del efector con una proteina fluorescente.
Esto permite definir su localizacion subcelular, es
decir, si es apoplastica o si la proteina se dirige a
los organelos intracelulares, lo que ayuda a buscar
posteriormente sus proteinas diana (Camborde et
al.,2022; Tang et al., 2022). Identificar y caracteri-
zar efectores contintian siendo tareas desafiantes. A
pesar de que comenzaron a estudiarse hace 80 afios
(Flor, 1942), en 2020 so6lo se conocian las funcio-
nes de 150 efectores verdaderos fungicos (Carreon-
Anguiano et al., 2020), pero el nimero se ha incre-
mentado significativamente y hoy se conocen mas
de 300 efectores (Nur et al., 2021; Sperschneider y
Dodds, 2022).

Funciones de los efectores

Los efectores participan en todas las interac-
ciones planta-microbio, tanto en las interacciones
negativas con los fitopatégenos, como en las inte-
racciones entre plantas y microorganismos benéfi-
cos, como las micorrizas (Plett ef al., 2020; Kang
et al., 2020), y recientemente fueron descubiertos
en las interacciones microbio-microbio (Snelders
et al., 2020; Snelders et al., 2021). Con respecto
a los fitopatogenos, las funciones de los efectores
reflejan su estilo de vida; por ejemplo, los fitopato-
genos biotroficos requieren un hospedero vivo para
completar su ciclo de infecciéon mientras que los
fitopatdgenos necrotroficos requieren tejido muer-
to. Por otro lado, los fitopatdgenos hemibiotréficos
son una combinacion de los dos anteriores, obte-
niendo su nutricion primero de tejido vivo y al fi-
nal de su ciclo, de tejido muerto. Mientras que los
efectores de los organismos biotréficos a menudo
funcionan bloqueando la inmunidad del hospedero,
los efectores asociados a necrotrofos encienden las
respuestas de defensa del hospedero, pero de una
manera descontrolada, intensa y no localizada, in-
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Figure 3. The biological function of effectors according to the trophic lifestyles of different kinds of phytopathogens. A) In
biotrophs, the effectors prevent the hypersensitive response and suppress plant defense, keeping the plant host
alive. Examples of biotrophs are the fungi Ustilago maydis, Blumeria graminis and Puccinia triticina. B) Necrotrophs
release effectors that induce cell death through necrosis, phagocytosis, etc. Examples of necrotrophs are the fungi
Botrytis cinerea and Alternaria brassicicola, and the bacterium Rhizobium radiobacter. C) Hemibiotrophs have
both kinds of effectors; initially they use effectors expressed in the biotrophic stage which prevent cell death by
HR; but towards the end of their life cycle, they use necrotrophic-associated effectors that induce the host cell
death. Examples of hemibiotrophs are the fungi Colletotrichum graminicola, Cladosporium fulvum, the oomycete
Phytophthora infestans, and the bacterium Pseudomonas syringae.

Figura 3. Funcionalidad biolégica de efectores segin los habitos tréficos de los diferentes tipos de fitopatégenos. A) en
los biotrofos, los efectores bloquean la respuesta hipersensible y suprimen la respuesta de defensa vegetal. Los
efectores biotroficos mantienen vivas las células del hospedero. Ejemplos de organismos biotréficos son los hongos
Ustilago maydis, Blumeria graminis 'y Puccinia triticina. B) los necroétrofos liberan efectores que causan la muerte
celular a través de necrosis, fagocitosis, etc. Ejemplos de organismos necrotroéficos son los hongos Botrytis cinerea'y
Alternaria brassicicola, y 1a bacteria Rhizobium radiobacter. C) Los hemibiotrofos poseen ambos tipos de efectores.
En el inicio de la interaccién emplean efectores expresados en la fase biotréfica que evitan la muerte celular por
RH; al final de su ciclo de vida, emplean los efectores asociados a la fase necrotréfica, que provocan la muerte de
su hospedero. Ejemplos de organismos hemibiotréficos son los hongos Colletotrichum graminicola, Cladosporium
fulvum, el oomiceto, Phytophthora infestans y la bacteria Pseudomonas syringae.

to te

genus of hemibiotrophic fungi, there are effectors
that participate specifically in the stage of biotrophy,
whereas others facilitate necrotrophy, inducing cell
death (Ono et al., 2020; Tsushima et al., 2021).

studied
apoplastic (extracellular) anduntil the last decade,

The most widely effectors are
“extracellular” was part of the definition of
effectors (Carreén-Anguiano et al., 2020), since it
was believed that all effectors were extracellular.
However, intracellular effectors that act in the
cytoplasm and organelles have been described in

recent times and are gaining ground in effectoromics
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duciendo la muerte del hospedero. Los fitopatoge-
nos hemibiotréficos inicialmente producen efecto-
res que suprimen la respuesta inmune y la muerte
celular, pero luego, en la fase necrotrofica, secretan
efectores que causan la muerte de la célula hospe-
dera (Castillo-Sanmiguel et al., 2022; Jones y Dan-
gl 2006; Thordal-Christensen, 2020; Todd et al.,
2022a) (Figura 3). Por ejemplo, en Botrytis cinerea
el efector BENEP1 se expresa fuertemente al inicio
de la infeccion, mientras que los efectores BcSSP2
y BcNEP2 se expresan de manera tardia (Zhu ef al.,
2022). Similarmente, en Colletotrichum spp., género
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(Sperschneider and Dodds, 2022; Tarigjaveed et
al., 2021; Todd et al., 2022b). Apoplastic effectors
tend to be small proteins with enzymatic activity
that degrade cell walls, or expansins, that relax
them; others are protease inhibitors or inhibitors of
the recognition of the phytopathogen by the plant
(Fabro, 2022; He et al., 2020; Langin et al., 2020),
among other functions. Inside the host cells, the
intracellular effectors vary in their location and
biological functions; most of their targets in the
host are proteins with important functions in plant
immunity (Thordal-Christensen, 2020). The targets
in the host are usually proteases, components of the
ubiquitin-proteasome system, proteins involved in
transcription, receptors and proteins involved in
biosynthesis pathways and signaling mediated by
phytoregulators that regulate plant defense (Fabro
2022; Han and Kahmann, 2019). Table 1 shows

Table 1. Examples of characterized effectors and their functions in the host.
Cuadro 1. Ejemplos de efectores caracterizados y sus funciones en el hospedero.

de hongos hemibidtrofos, hay efectores que parti-
cipan de manera especifica en la etapa de biotrofia,
mientras otros facilitan la necrotrofia, induciendo la
muerte celular (Ono et al., 2020; Tsushima et al.,
2021).

Los efectores ampliamente estudiados son los
conocidos como apoplasticos (extracelulares); has-
ta la ultima década era parte de la definicion de los
efectores (Carredn-Anguiano et al., 2020) pues se
creia que todos los efectores eran extracelulares;
no obstante, se han descrito efectores intracelula-
res que actuan en el citoplasma y en los organelos
y van ganando terreno en la efectoromica (Spers-
chneider y Dodds, 2022; Tarigjaveed et al., 2021;
Todd et al., 2022b). Los efectores apoplasticos sue-
len ser proteinas pequefas con actividad enzimati-
ca que degradan la pared celular, o expansinas que
la relajan; otros son inhibidores de proteasas o inhi-

Actividad

Localizacion de

Rol de virulencia/ Diana

Efector Organismo Biolégica la proteina Patogenicidad vegetal Referencia
. Induce RH; inhibidor de Inhibe Rer3 y otras Ali y Bakkeren 2011
AVR 2 Cladosporium fulvum proteasa Apoplasto proteasas Cf-2 Selin et al., 2016°
In(.h%ce RH; Unién a 'Apoplrast(‘); Protege contra Ali y Bakkeren 2011¥
AVR 4 C. fulvum quitina célula fingica, > Cf-4 .
o quitinasas Selin et al., 2016*
pared de quitina
Induce RH; Inhibidor de . Ali y Bakkeren 2011¥
AVR 9 C. fulvum carboxypeptidasa Apoplasto Desconocido Ccf9 Selin et al., 2016”
. Efector citotoxico; No esencial para la .
BcSSP2 Botrytis cinerea Induce muerte celular Apoplasto patogenicidad Desconocido Zhu et al., 2022
Interactua con la Modifica la ruta de
PaMissP10b  Pisolithus albus S-adenosylmetionina Citoplasma Lo e Desconocido Plett et al., 2020
. biosintesis de poliaminas
Descarboxilasa
L L Complejo . v
PWL 1 Magnaporthe oryzae Prote.m.a hidrofilica rica interfacial Desconocido Desconocido A11.y Bakkeren 2011
en glicina . Selin et al., 2016~
biotrofico
L L . '
PWL2 M. oryzae Prote‘m.a hidrofilica rica Citoplasma Desconocido Desconocido Ah.y Bakkeren 2011
en glicina Selin et al., 2016~
1 1 1 1 1 y
PWL 3 M. oryzae Prote.m.a hidrofilica rica  Probablemente No funcional Desconocido Ali y Bakkeren 2011
en glicina apoplasto
AVR 3 Fusarium oxysporum f. . . Requerido para la total Ali y Bakkeren 2011
(SIX 1) sp. lycopersici Desconocido Kilema virulencia 3 Selin et al., 2016~
AVR 4 F. oxysporum f. . . Requerido para la total . Ali y Bakkeren 2011Y
(SIX2) sp. Iycopersici Desconocido Xilema virulencia Desconocido g it ot al., 20167
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. Actividad Localizacion de Rol de virulencia/ Diana .
Efector Organismo C . , .. Referencia
Bioldgica la proteina Patogenicidad vegetal
Pseudocer 7 Peritrofina-A con unién Probablemente Proteccion del hongo Ali y Bakkeren 2011¥
MfAVR4 seudocercospora a quitina, induccion de o & Cf-4y Her9 Y
fijiensis RH apoplasto contra quitinasas Selin et al., 2016*
RxLR30 Inhibe la secrecion
Phy IOP hihora EfecFO.r de la Probablemente de antimicrobianos RABA GTPase  Tomczynska et al., 2018
brassicae familia RXLR apoplasto . ,
mediado por vesiculas
Relacionados con
Induce necrosis Patogénesis (PR):
MoCDIP6 M. oryzae Induce Muerte Celular No reportado en hojas OsCHTI, OsCHTS3, Guo et al., 2019
OsNac4, OsPRI1B
PstCEP1 Puccinia striiformis Induce HR /muerte Citoplasma Responde a altas Desconocido Tao et al., 2020
celular programada temperaturas
PTTGO08198 o Promueve acumulacion .
(CFEM) P triticina Aumenta muerte celular ~ No reportado de ROS Desconocido Zhao et al., 2020
BLNO8 Bremia lactucae Efector de la familia Mitocondria Induce muerte cellular en Desconocido Wood et al., 2020
wY lechuga
Suprime la respuesta Manioulacion del
VJdAMP3 Verticillium dahliae inmune / Induce necrosis Xilema puiac Desconocido Snelders et al., 2021
. microbioma
y senescencia
Contrarresta la autofagia Se une y degrada al
XopL Xanthomonas oryzae £ Citoplasma  componente SH3P2 de la SH3P2 Leong et al., 2022
en el hospedero , .
via de autofagia
MeTCTP Melozdogj.).ne Suprime la inmunidad Citoplasma Se une al calico ¢ 1mp1de Unidn dlr.ecta Guo et al., 2022
enterolobii vegetal su aumento en el citosol al calcio
Interactia con una
.. Promueve la
enzima involucrada en susceptibilidad 12-oxofitodienoato
MiIMSP32 M. incognita la sintesis de jasmonato;  Citoplasma P ? Verhoeven et al., 2022
. . . contribuye a reductasa 2 (OPR2)
suprime la inmunidad . .
la virulencia
vegetal
Suprime la inmunidad Apoplasto erg;izziiiasag ll:fz:lzilitar Glutation
Al6 Apolygus lucorum vegetal y permite que el \Pob ’ p ., P . . Dong et al., 2023
. . citoplasma acumulacion de especies peroxidasa
insecto se alimente . ,
reactivas de oxigeno
Disminuye produccion de
Virus del rizado Reduce la actividad de \::lz::ll?(z;r:(l): Oisn?;a()ilglr
pBC1 amarillo de la hoja Nicleo p PIF y MYC2 Ray y Casteel, 2022

del tomate

terpeno sintasa.

insecto Bemisia tabaci 'y
mejora el desempefio de
éste

»“ review / trabajo de revision.

some examples of characterized effectors. The

reader may expand this catalogue of effectors by

consulting the revisions by Kanja and Hammond-
Kosack (2020), Todd et al., (2022a, 2022b) and
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bidores del reconocimiento del fitopatdogeno por la
planta (Fabro, 2022; He et al., 2020; Langin et al.,
2020), entre otras funciones. Dentro de las células

hospederas, los efectores intracelulares varian en
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Zhang and collaborators (2022), among others.

Through their effectors, microorganisms can
manipulate the synthesis of the phytoregulators:
jasmonate (JA), salicylate (SA) and ethylene (ET)
to their benefit (Alhoraibi et al., 2019; Chini et
al., 2018; Langin et al., 2020). For example, the
effector Cmu of the fungus Erysiphe quercicola
chorismate mutase activity, an enzyme that inhibits
the synthesis of salicylic acid in the host (He et al.,
2021). The effector Vdlscl, of Verticillium dahliae,
isochorismatase activity, which also interferes
in the synthesis of salicylic acid (Zhu et al,
2017), whereas the effector RipAB, of Ralstonia
solanacearum, interferes with the signaling
regulated by salicylic acid (Qi ef al., 2022). These
examples highlight the importance of inhibiting the
synthesis of this phytoregulator, which participates
in signaling and the defense of the plant. In the
mycorrhiza Laccaria bicolor, the effector MiSSP7
interacts with the repressor proteins PtJAZS and
PtJAZ6 of the jasmonic acid signaling pathway,
preventing the degradation of these repressor
proteins, thus blocking the transcription of defense
genes regulated by jasmonic acid, which helps
establish a mutualism between the mycorrhiza
and the host (Plett et al., 2014). Other effectors
affect the physiology of the host to create an ideal
environment for colonization; the effector AvrE,
from Pseudomonas syringae regulates the levels of
abscisic acid in the cells to induce stomatal closure,
thus increasing water levels in the plant tissue (Hu
etal.,2022).

Microorganisms also secrete effectors that
promote the synthesis or mimic phytoregulators.
For example, the necrotic phytopathogen
Lasiodiplodia mediterranea produces an analog of
jasmonic acid, the ester lasiojasmonate A (LasA).
LasA can be converted to jasmonyl-isoleucine
(JA-Ile), a powerful activator of jasmonic acid
signaling and inducer of cell death, facilitating the
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localizacion y funciones biologicas; la mayoria de
sus dianas en el hospedero son proteinas con fun-
ciones importantes en la inmunidad vegetal (Thor-
dal-Christensen, 2020). Las dianas en el hospede-
ro suelen ser proteasas, componentes del sistema
ubiquitina-proteasoma, proteinas involucradas en
la transcripcion, receptores y las proteinas de las
vias de biosintesis y sefializacion de los fitorregula-
dores que regulan la defensa vegetal (Fabro 2022;
Han y Kahmann, 2019). El Cuadro 1, presenta al-
gunos ejemplos de efectores caracterizados. El lec-
tor puede ampliar el catalogo de efectores en las
revisiones de Kanja y Hammond-Kosack, (2020),
Todd et al., (2022a, 2022b) y Zhang y colaborado-
res (2022), entre otros.

A través de sus efectores, los microorganismos
suelen manipular en su beneficio la sintesis de los
fitorreguladores jasmonato (JA), salicilato (SA) y
etileno (ET) (Alhoraibi et al., 2019; Chini et al.,
2018; Langin et al., 2020). Por ejemplo, el efector
Cmu del hongo Erysiphe quercicola tiene actividad
de corismato mutasa, enzima que inhibe la sinte-
sis del acido salicilico en el hospedero (He et al.,
2021). El efector Vdlscl, de Verticillium dahliae
tiene actividad de isocorismatasa que también in-
terfiere en la sintesis del acido salicilico (Zhu et
al., 2017), mientras el efector RipAB de Ralstonia
solanacearum interfiere con la sefializacion regu-
lada por el acido salicilico (Qi et al., 2022), Estos
ejemplos destacan la importancia de inhibir la sin-
tesis de este fitorregulador, el cual participa en la
sefializacion y en la defensa vegetal. En la micorri-
za Laccaria bicolor, el efector MiSSP7 interactia
con las proteinas represoras PtJIAZS y PtJIAZ6 de
la ruta de sefializacion del acido jasmoénico, evitan-
do la degradacion de estas proteinas represoras y
en consecuencia evita la transcripcion de genes de
defensa regulados por el acido jasmonico, lo que
permite que se establezca el mutualismo entre la
micorriza y el hospedero (Plett et al., 2014). Otros
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necrotrophy phase of this pathogen (Chini et al.,
2018).

Perspectives of effectoromics in agriculture

The interest in effectoromics and its importance
in agrobiotechnology have grown considerably in
the last decade, and it is currently a priority area
of investigations surrounding phytopathogen-
host interactions. Some reports have shown that
some effectors may, in the future, be used as
bioproducts to induce plant defense responses. For
example, the effector MSP1 of the hemibiotrophic
fungus Magnaporthe oryzae was expressed in the
bacteria Escherichia coli and when 0.1uM of the
recombinant protein was applied on rice seedling
leaves, the plant’s defense response was boosted
and infection was avoided (Wang et al., 2016).
Recently, the effectors MoCDIP6 and MoCDIP7
were reported in this same fungus; following a
similar process, the treated plants displayed no
symptoms of necrosis or wilting, and they began
to express genes related to resistance. When a
virulent strain of M. oryzae was inoculated, plants
developed less and smaller lesions in comparison
with the control plants (Guo et al., 2019). In
Fusarium oxysporum in interaction with tobacco
plants, the effector FocCP1 induced the expression
of genes related to salicylic acid signaling. When
FocCP1 was applied on tobacco plants followed
by inoculation with the tobacco mosaic virus, the
treated plants developed less symptoms than the
control (Li ef al., 2019). This is a promising line
of investigation, since it offers an eco-friendly
approach to disease control in comparison with
commercial pesticides, although there are currently
few investigations that aim to explore the agro-
biotechnological use of effectors. The majority of
investigations focus on elemental aspects such as
their structure, function or cell location.
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efectores afectan la fisiologia del hospedero para
crear un ambiente propicio para la colonizacion; el
efector AvrE de Pseudomonas syringae regula los
niveles del acido abscisico en las células para indu-
cir el cierre estomatico y asi aumentar los niveles
de agua en el tejido vegetal (Hu et al., 2022).

En otras ocasiones, los microorganismos secre-
tan efectores que promueven la sintesis 0 mimeti-
zan a los fitorreguladores. Por ejemplo, el fitopa-
togeno necrotrofico Lasiodiplodia mediterranea
produce un analogo del acido jasmonico, el éster
lasiojasmonato A (LasA). LasA se puede convertir
en jasmonil-isoleucina (JA-Ile), un potente activa-
dor de la senalizacion del acido jasmonico e induc-
tor de la muerte celular, facilitando la necrotrofia
de este patogeno (Chini ef al., 2018).

Perspectivas de la efectoromica en la agricultura

El interés en la efectorémica y su importancia
en la agrobiotecnologia ha crecido de manera im-
portante en la Gltima década, y actualmente es un
area prioritaria en las investigaciones de las inte-
racciones fitopatogeno-hospedero. Algunos repor-
tes han mostrado que algunos efectores pudieran en
el futuro ser utilizados como bioproductos por si
mismos, para inducir respuestas de defensa vege-
tal. Por ejemplo, el efector MSP1 del hongo hemi-
biotrofo Magnaporthe oryzae se expres6 de manera
heter6loga en la bacteria Escherichia coli'y se apli-
c6 0.1uM de la proteina recombinante en las hojas
de plantulas de arroz, lo que potencié la respuesta
de defensa y evit6 su infeccion (Wang et al., 2016).
Recientemente, de este mismo hongo, se reporta-
ron los efectores MoCDIP6 y MoCDIP7; siguiendo
un proceso similar, se observo que las plantas trata-
das no mostraron sintomas de necrosis o marchitez,
y comenzaron a expresar genes relacionados a la
resistencia; cuando se inoculd una cepa virulenta
de M. oryzae, las plantas desarrollaron menos
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Vleeshouwers and collaborators  (2011)
pioneered the use of effectors in potato crops for
the selection of resistant germplasm in genetic
Phytophthora
effectors have been used to select potato germplasm,
in which resistance genes were identified that were
useful in the development of improved varieties.
Nowadays, introducing resistance genes into
susceptible germplasm is one of the most promising
applications in genetic breeding programs (Chen
et al., 2022; Ji et al., 2022; Ochola et al., 2020).
Recombinant effector proteins have also been used
to identify susceptible plants. The hypothesis is that
when susceptibility genes are mutated, plants will
have a more durable resistance in comparison with
that mediated by resistance genes (R) (Campos et
al., 2021; Garcia-Ruiz et al., 2021; Koseoglou et
al., 2022; Ribeiro et al., 2022).

Due to the lack of effector conservation, the
development of effectoromics has been slow and
difficult. However, with the progress made in high
throughput analyses, effectoromics is currently
under development and has lots to offer agriculture
(Li et al., 2021; Van de Wouw and Idnurm, 2019).
Consequently, it is necessary to have robust
prediction methods, as well as large-scale effector
characterization protocols that help identify
effectors with crucial functions to infections and
that can protect the plant, at least against the
phytopathogen that produces it, or preferably
protect the plant against several phytopathogens at
a time.

breeding programs. infestans

Current landscape of effectoromics in Mexico

Effectoromics is an emerging field in Mexico.
The first investigations in which Mexican scientists
participated focused on the identification of
effectors in the oomycetes P. infestans during the
infection of tomato and Phytophthora capsici in
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lesiones y mas pequefias en comparacion con las
plantas control (Guo et al., 2019). En Fusarium
oxysporum, en interaccion con la planta de taba-
co, el efector FocCP1 indujo la expresion de genes
relacionados con la sefalizacion por acido salicili-
co. Cuando se aplico FocCP1 en plantas de tabaco
y se inoculd con el virus del mosaico del tabaco,
las plantas tratadas desarrollaron menos sintomas
que en el control (Li et al., 2019). Esta es una pro-
metedora linea de investigacion, ya que ofrece una
perspectiva eco-amigable en comparacion a los
pesticidas comerciales, pero actualmente hay po-
cos trabajos dirigidos a explorar el aprovechamien-
to agrobiotecnologico de los efectores. La inmensa
mayoria de los trabajos se enfocan a aspectos basi-
cos de su estructura, funcion o localizacion celular.

En otra linea de aplicacion, Vleeshouwers y
colaboradores (2011) impulsaron el uso de los
efectores para seleccionar germoplasma resistente
para programas de mejoramiento genético. Se han
empleado efectores de Phytophthora infestans para
seleccionar plantas de papa, donde se identifica-
ron un conjunto de genes de resistencia que fueron
utiles para desarrollar variedades mejoradas. Hoy
en dia, introducir genes de resistencia en germo-
plasma susceptible, es una de las aplicaciones mas
promisorias en programas de mejoramiento gené-
tico (Chen et al., 2022; Ji et al., 2022; Ochola et
al., 2020). También se han usado proteinas efecto-
ras recombinantes para la identificacion de plantas
susceptibles. Se hipotetiza que, al mutar los genes
de susceptibilidad, las plantas tendran resistencia
mas duradera en comparacion con la resistencia
mediada por genes de resistencia (R) (Campos et
al., 2021; Garcia-Ruiz et al., 2021; Koseoglou et
al., 2022; Ribeiro et al., 2022).

Debido a la falta de conservacion de los efecto-
res, el desarrollo de la efectorémica ha sido lenta
y dificil; sin embargo, con los avances en analisis
masivos, actualmente la efectoromica esta en pleno
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a non-host interaction in Nicotiana spp. (Zuluaga
et al., 2015; Vega-Arreguin et al., 2017). These
investigations identified a diversity of effectors,
including IpiO and SNEI during the biotrophic
phase of infection, as well as PINPP1.1 during the
necrotrophic phase. The RXLR, CRN and NPP
effector families, common in oomycetes, were
also identified (Zuluaga et al., 2015). In turn, the
Nicotiana species displayed resistance against P.
capsici. The analysis identified that resistance is
mediated by the gene /2R, which recognizes the
protein effector PcAvr3al in the phytopathogen
(Vega-Arreguin et al., 2017).

In phytopathogenic fungi, the identification
of effectors in P. fijiensis, the fungus that causes
black Sigatoka in banana and plantains, is being
addressed. Initial analysis identified 136 canonical
effectors, that is, they display all the classic
characteristics of effectors (secreted, small size,
high cysteine content) (Carredn-Anguiano et
al., 2020). In order to contribute to world fungal
effectoromics, Carredn-Anguiano et al. (2022)
created an algorithm, WideEffHunter, which can
identify non-canonical effectors, and found that the
canonical effectors compose approximately 10%
of the effectoromes of fungi and oomycetes. The
identification of global effectoromes is expected
to help identify new effector families, a greater
number of effectors that share homology in different
organisms, and new motifs and domains in protein
effectors (Carreon- Anguiano et al., 2022; Todd et
al., 2022b).

Other Mexican investigations have focused
on non-phytopathogenic organisms.
Guzman et al. (2017) bioinformatically identified

Guzman-

233 effectors in Trichoderma virens, T. atroviride
and 7. reesei proteomes, where 16 effectors from
T virens and T. atroviride were selected for
characterization. They found that some effectors are
expressed during fungal colonization of 4. thaliana,
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desarrollo y tiene mucho que ofrecer a la agricultu-
ra (Li et al., 2021; Van de Wouw y Idnurm, 2019).
En consecuencia, es necesario contar con métodos
robustos de prediccion, asi como protocolos de
caracterizacion masiva de efectores, que permitan
identificar efectores con funciones indispensables
en la infeccion y que sean capaces de conferir pro-
teccion a la planta al menos contra el fitopatogeno
que lo produce, o preferentemente protegerla con-
tra multiples fitopatdgenos a la vez.

Panaroma actual de la efectoromica en México

La efectorémica es un campo de desarrollo in-
cipiente en México. Los primeros trabajos en los
que participaron investigadores mexicanos se enfo-
caron a la identificacion de efectores de los oomi-
cetos P. infestans durante la infeccion de jitomate y
de Phytophthora capsici en interaccion de tipo no-
hospedera en Nicotiana spp. (Zuluaga et al., 2015;
Vega-Arreguin et al., 2017). En estos trabajos
identificaron diversidad de efectores, entre ellos,
encontraron a los efectores IpiO y SNE1 durante
la fase biotrofica, y a PINPP1.1 durante la fase ne-
crotrofica. Las familias de efectores RXLR, CRN,
y NPP, comunes en oomicetos, fueron identificadas
también (Zuluaga et al., 2015). Por su parte, las es-
pecies de Nicotiana mostraron resistencia contra P,
capsici. El andlisis identificé que la resistencia es
mediada por el gen /2R que reconoce en el fitopato-
geno al efector proteico PcAvr3al (Vega-Arreguin
etal.,2017).

En hongos fitopatdgenos, se esta abordando la
identificacion de efectores en P. fijiensis, el hongo
causante de la Sigatoka negra en bananos y pla-
tanos. En ese primer analisis se identificaron 136
efectores canonicos, es decir, que cumplen con
todas las caracteristicas clasicas de los efectores
(secretados, pequeno tamafo, alto contenido de
cisteinas) (Carreén-Anguiano et al., 2020). Con el
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whereas others are expressed when they confront
the phytopathogenic fungus Rhizoctonia solani.
Among the Trichoderma effectors, hydrolases
have been found along with hydrophobins,
cerato-platanins, and effectors with CFEM or
LysM domains (Ramirez-Valdespino et al., 2019;
Romero-Contreras et al., 2019). Interestingly, a
class II hydrophobin, tvhydiil, is overexpressed in
T’ virens in the presence of the phytopathogen R.
solani; the mutants that lose their tvhydiil function
lose part of their ability to colonize plant roots,
whereas its overexpression increases colonization
(Guzmén et al., 2017).

Recently, Baez-Astorga et al. (2022) reported the
action mechanism of the biocontrol agent Bacillus
cereus, which is able to inhibit in vitro Fusarium
verticillioides, a phytopathogen that causes ear and
root rot in maize. F verticillioides secretes the
effector Fv-cmp which has protease activity and
digests types A and B chitinases of the plant. On the
other hand, B. cereus secretes the effectors ChiA
and ChiB with chitinase activity which, in vitro, act
upon the F. verticillioides conidia and prevent them
from germinating and developing into hyphae.
This is due, in particular, to effector ChiB with the
domain CBM 2, which helps it adhere strongly to
the fungal cell wall, displaying greater activity than
ChiA.

Although there are very few investigations
in Mexico in the area of effectoromics, these
investigations show promising results in the
realm of biotechnological applications. Research
on effectors in Mexico may expand to study
phytopathogenic bacteria, as well as insect pests
and nematodes. It is worth mentioning that the
interest in these areas has grown in recent years
worldwide, but the number of investigation groups
is still limited, thus representing an opportunity
for Mexican research to contribute to this niche in
effectoromics.
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objetivo de contribuir a la efectoromica fingica en
el mundo, Carredn-Anguiano et al. (2022) crea-
ron un algoritmo, WideEffHunter, que es capaz
de identificar efectores no-candnicos, encontrando
que los efectores candnicos comprenden aproxima-
damente 10% de los efectoromas en hongos y en
oomicetos. Se espera que la identificacion de efec-
toromas globales permita identificar nuevas fami-
lias de efectores, mayor nimero de efectores que
en diferentes organismos comparten homologia, y
nuevos motivos y dominios en los efectores protei-
cos (Carreén- Anguiano et al., 2022; Todd et al.,
2022Db).

Otros trabajos mexicanos se han enfocado en or-
ganismos no fitopatdégenos. Guzman-Guzman ef al.
(2017) identificaron bioinformaticamente 233 efec-
tores al unir los proteomas de Trichoderma virens,
T atroviride y T. reesei, donde seleccionaron 16
efectores de 7. virens y T. atroviride y los caracte-
rizaron, encontrando que unos se expresan cuando
estos hongos colonizan A. thaliana, mientras otros
se expresan cuando se enfrentan al hongo fitopato-
geno Rhizoctonia solani. Entre los efectores de 7ri-
choderma se han encontrado hidrolasas, hidrofo-
binas, cerato-plataninas, y efectores con dominios
CFEM, o dominios LysM (Ramirez-Valdespino et
al., 2019; Romero-Contreras et al., 2019). Intere-
santemente, una hidrofobina de clase II, tvhydiil,
se sobre-expresa en 7. virens en presencia del fito-
patégeno R. solani; las mutantes que pierden la
funcion de tvhydiil pierden parte de su capacidad
de colonizar las raices de las plantas, mientras que
su sobre-expresion la incrementa (Guzman et al.,
2017).

Recientemente, Baez-Astorga et al. (2022) reporta-
ron el mecanismo de accion del agente de biocon-
trol Bacillus cereus, que es capaz de inhibir in vi-
tro a Fusarium verticillioides, un fitopatdogeno que
causa pudricion de la mazorca y las raices del maiz.
F. verticillioides secreta el efector Fv-cmp con ac-
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CONCLUSIONS

Effectors are extremely important for the
establishment of biological interactions; within
the range of interactions in which they are found,
the plant-pathogen interaction is the most studied.
The first study was in the L. usitatissimum-
M. lini interaction in the 1940s, and although
currently there are great advances in effectoromics,
knowledge is still limited. Consequently, it has
become necessary to expedite the prioritization of
effectors for their characterization, since hundreds
of them are identified for each organism during in
silico analysis.

The identification and characterization of
effectors crucial to phytopathogen virulence could
be key to the development of new methods to
manage diseases in agriculture, based on effectors.
The identification of target proteins in the host is
incipient; among these target proteins, there are
possible resistance proteins with genes that can
be used for plant protection. Undoubtedly, the
effectors of microorganisms represent opportunity
niches that must be understood in order to use them
for the benefit of society and world food security.
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