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2.1. CARACTERISTICAS DE Erwinia amylovora
2.1.1. BREVE DESCRIPCION TAXONOMICA

El género Erwinia, que debe su nombre a la memoria del fitopatdlogo Erwin F. Smith, se creo
inicialmente para agrupar a las enterobacterias asociadas a las plantas, Gram negativas, bacila-
res, no formadoras de esporas y mdviles (Winslow et al., 1920). Por ello, los miembros de este
género incluian ademas enterobacterias saprofitas ecoldgicamente asociadas a plantas, asi como
patogenos oportunistas del hombre y los animales (Brenner, 1984). Esta heterogeneidad de
especies fue la causa de que el género Erwinia fuera objeto de varias reclasificaciones. Final-
mente, gracias al avance de las técnicas moleculares, las especies del género Erwinia se clasifi-
caron en cuatro grupos filogenéticos basados en la comparacion de secuencias del ADN riboso-
mico 16S (Hauben et al, 1998). El grupo I (género Erwinia) representa a las verdaderas
erwinias e incluye diversas especies, que producen necrosis o marchitamientos en plantas, o que
pueden ser epifitas. Erwinia amylovora es la especie tipo de este género. El grupo II (actua-
les géneros Pectobacterium y Dickeya) agrupa especies que originan podredumbres blandas en
un amplio rango de hospedadores debido a su gran actividad pectolitica. El grupo III (actual
género Brenneria y la especie Dickeya paradisiaca) incluye varias especies que afectan a plan-
tas lefiosas produciendo generalmente chancros y exudados. El grupo IV (género Pantoea)
contiene especies que son saprofitas o patogenos mas o menos frecuentemente oportunistas de
plantas, animales y del hombre. Entre ellas destaca la antigua Erwinia herbicola, actualmente
denominada Pantoea agglomerans, frecuentemente asociada en rosaceas a E. amylovora.

2.1.2. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

E. amylovora fue la primera bacteria que se demostrd que era el agente causal de una enfer-
medad en plantas (Burrill, 1883) y la primera bacteria fitopatogena en la que se demostro la
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diseminacion mediante insectos. Se trata de un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo,
de flagelacion peritrica y con exopolisacaridos formando capsula (Paulin, 2000).

Caracteristicas bioquimicas. E. amylovora presenta gran homogeneidad fenotipica, mos-
trando todas las cepas algunas caracteristicas basicas, tanto culturales como fisiologicas, que
permiten diferenciarla de otras erwinias (Holt et al., 1994; Paulin, 2000): crecimiento anae-
robico débil; formacion de colonias levaniformes en agar nutritivo con sacarosa; ausencia de
crecimiento a 36 °C; produccion de sustancias reductoras de sacarosa; requerimiento de acido
nicotinico en medio minimo (Gnica auxotrofia); producciéon de acido a partir de compuestos
organicos (ribosa, trealosa, glucosa y sacarosa); utilizacion de citrato, formato y lactato como
fuentes de carbono y energia, pero no de tartrato, galacturonato ni malonato. Sin embargo,
recientemente se han descrito otras erwinias fitopatdogenas que presentan gran similitud en las
caracteristicas bioquimicas con E. amylovora, como E. pyrifoliae (Kim et al., 1999), o la
nueva especie propuesta como E. piriflorinigrans aislada de peral en Espana (Rosello et al.,
2002, 2006, 2008).

Morfologia celular y colonial. Las células de E. amylovora son bacilos con un tamafio
de aproximadamente 0,3 x 1-3 um, rodeadas de una capsula visible al microscopio opti-
co. Al igual que en todos los microorganismos, la morfologia de las colonias de E. amylo-
vora depende tanto de la composicion quimica del medio como de las condiciones de cre-
cimiento, como se detalla mas adelante en el apartado correspondiente a diagnostico e
identificacion.

Movilidad. E. amylovora es movil por medio de dos a siete flagelos peritricos. La movili-
dad en esta bacteria se ha asociado con una quimiotaxis especifica, que depende de las con-
diciones de temperatura y de pH (con valores dptimos de 20 °C y pH 6,8) (Raymundo y Ries,
1980a, b). En la sintesis de los flagelos estan implicados genes de la patogenicidad de
E. amylovora (Cesbron et al., 2004). Se han observado células moviles en la superficie de la
planta después de su liberacion desde el estigma de la flor (Thomson, 1986).

Envolturas celulares. £E. amylovora presenta una capsula de exopolisacaridos implicada
en su patogenicidad (Bennet y Billing, 1978), que estd compuesta de galactosa, glucosa,
manosa y acido uroénico. La fraccion lipidica de los lipopolisacaridos (LPS) de la membrana
externa de E. amylovora es la que cominmente se ha descrito para las enterobacterias. Sin
embargo, su fraccion de carbohidratos contiene algin componente inusual dentro de esta
familia, observandose incluso pequefias diferencias entre las cepas patdogenas y las que no lo
son (Ray et al., 1986).

Propiedades serolégicas. Se ha demostrado que E. amylovora posee varios determinan-
tes antigénicos (Slade y Tiffin, 1984): entre ellos se ha sefialado el LPS, con y sin cadena
lateral; el antigeno termoestable GAI, polisacarido comun en todos los miembros del grupo
“amylovora”; el antigeno TV, probablemente perteneciente a los exopolisacaridos capsulares
y presente solo en cepas patdgenas y el antigeno GAJ, detectado en el material mucoso extra-
celular en cultivos puros.

Es importante sefalar que no se ha encontrado relacion entre las caracteristicas serologicas
y la patogenicidad, y que en estudios posteriores con anticuerpos monoclonales se ha demos-
trado la elevada homogeneidad serologica de E. amylovora (Gorris et al., 1996 a, b).

2.1.3. CARACTERISTICAS MOLECULARES

Factores de virulencia. A diferencia de otras bacterias fitopatogenas, E. amylovora no
secreta enzimas pectoliticos que degraden los polisacaridos de la pared celular de los tejidos
vegetales ni tampoco metabolitos fitotoxicos (Seemiiller y Beer, 1976).
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E. amylovora es la tnica bacteria capaz de inducir el fuego bacteriano en algunas
rosaceas, pero aun se desconoce por qué solo este patdgeno es capaz de causar dicha enfer-
medad y por qué afecta inicamente a ciertas especies de la familia Rosaceae. Sin embar-
g0, los numerosos estudios realizados sobre la patogenicidad de E. amylovora han permitido
identificar cuatro factores esenciales para su patogénesis: 1) los genes hrp (del inglés, “hyper-
sensitive response and pathogenicity”), se agrupan en una region cromosdmica de 40 kb que
constituye una isla de patogenicidad. Estos genes codifican tres tipos de proteinas: regulado-
ras, secretoras y secretadas. Las proteinas secretoras son componentes de un sistema de secre-
cion tipo 111, que libera proteinas al exterior de la célula bacteriana y las inyecta en las célu-
las vegetales. Entre ellas destacan las proteinas denominadas harpinas, que aplicadas a
distintas plantas pueden inducir resistencia sistémica frente a patdogenos y que intervienen en
el desarrollo de la reaccion de hipersensibilidad en plantas no hospedadoras y/o en la patogé-
nesis en las que si lo son (Kim y Beer, 2000); 2) los genes dsp (“disease specific”), que se
requieren para el desarrollo de los sintomas, pero no para la reaccion de hipersensibilidad
(HR) (Bogdanove et al., 2000); 3) los polisacaridos extracelulares o exopolisacaridos, que
forman la capsula alrededor de la célula bacteriana, protegiéndola asi de las reacciones defen-
sivas de la planta. Juegan un papel crucial en la patogenicidad y entre ellos destacan el ami-
lovorano y el levano (Geider, 2000); 4) los sideroforos (desferrioxiaminas), agentes quelan-
tes y transportadores del hierro que permiten al patégeno superar las condiciones de baja
disponibilidad de este elemento existente en los tejidos del huésped (Dellasi et al., 1998). Por
otra parte, también actian como agentes protectores frente al efecto toxico de ciertos com-
puestos quimicos producidos por la planta, como la reaccion de defensa durante las fases ini-
ciales de la infeccion (Expert et al., 2000).

Susceptibilidad a antibioticos. Existen estudios muy completos acerca de la susceptibili-
dad o resistencia de cepas de E. amylovora a diferentes antibioticos (Loper et al., 1991;
McManus y Jones, 1994; Jones et al., 1996; Jones y Schnabel, 1998; Vanneste y Voyle, 1998),
pero en general las cepas son sensibles a los antibioticos mas utilizados. Sin embargo, se ha
descrito la aparicion de cepas resistentes a algunos antibidticos como la estreptomicina que,
debido a la presion de seleccion del antibidtico, aparecen en zonas en las que se realizan fre-
cuentes tratamientos, tanto por mutaciones cromosoémicas como por la adquisicion de plasmi-
dos que codifican la sintesis de enzimas capaces de inactivarlos (Jones y Schnabel, 2000).

Caracteristicas genéticas. La heterogeneidad de la especie E. amylovora se ha puesto solo
recientemente de manifiesto, mediante la aplicacion de técnicas moleculares a colecciones de
cepas. Esta diversidad, aunque no es elevada, se ha observado preferentemente mediante macro-
rrestricion seguida de PFGE, AFLP, PCR-ribotipado, rep-PCR, SSR, o RAPD (Donat, 2004),
entre otras técnicas. Aunque generalmente los resultados no son coincidentes entre ellas, vistos
en su conjunto demuestran que las cepas presentan caracteristicas moleculares que permiten dis-
tinguir varios grupos, al menos entre las cepas europeas (Jock ef al., 2002; Donat et al., 2007).

Ademas, se han encontrado distintos plasmidos entre las cepas de E. amylovora. Entre
ellos el mas frecuente, pero no universal, es el pEA29 de 29 kb, que parece jugar un papel
cuantitativo en la patogenicidad, al menos en algunas cepas (Llop et al., 2006). Se han des-
crito otros plasmidos cripticos de tamafios entre 3 y 60 kb en varias cepas y recientemente el
pEI70 de 70 kb, que esta muy extendido en las cepas europeas (Llop et al., 2008).

La aplicacion de varias técnicas moleculares al estudio de una seleccion de aislados espa-
noles de E. amylovora permitié demostrar la introduccion de multiples fuentes de inoculo en
distintas zonas y la importacion de material contaminado procedente de viveros europeos
(Donat et al., 2007; Llop et al., 2008).

Actualmente se ha secuenciado ya el genoma completo de la cepa americana Ea273
(3,8 Mb), en el marco de un proyecto coordinado por la Universidad de Cornell (EE.UU.), lo
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que deberia suponer la base para un gran avance en el mejor conocimiento del agente causal
de la enfermedad del fuego bacteriano en un futuro proximo (Bocsanczy ef al., 2007).

2.2. DIAGNOSTICO DEL FUEGO BACTERIANO E IDENTIFICACION
DE E. amylovora

2.2.1. INTRODUCCION

El diagnéstico del fuego bacteriano implica el reconocimiento de los sintomas carac-
teristicos de la enfermedad en plantas afectadas, ya descritos en otro capitulo, y el aisla-
miento e identificacion de E. amylovora. La descripcion de los sintomas del fuego bacteria-
no muestra que los ataques de la enfermedad, aun siendo muy caracteristicos, pueden ser
confundidos con dafos debidos a otras bacterias y a distintas causas bidticas y abioticas. Por
ello, el diagnostico realizado en laboratorio es imprescindible, ya que permite, tras el aisla-
miento y cultivo puro de la bacteria, realizar su identificacion mediante caracteristicas mor-
fologicas, bioquimicas, seroldgicas, moleculares y de poder patdgeno (Lopez et al., 1987,
Lépez y Cambra, 1996). Se usara en este capitulo el término deteccion para el analisis de
plantas asintomaticas porque se realiza en material vegetal sin sintomas de la enferme-
dad, pero que puede albergar la bacteria en sus tejidos como epifita (en la superficie de
la planta), o como endofita (en el interior de la misma), o tener infecciones latentes.

El diagnéstico de la enfermedad o la deteccion de E. amylovora deberan basarse, para la
maxima fiabilidad, en un método integrado (Lopez et al., 2003; Alvarez, 2004) que incluya
tanto el aislamiento como técnicas serologicas y moleculares. Sin embargo, para detecciones
rutinarias se puede seleccionar solo una técnica serologica y amplificacion mediante la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) que, en caso de ser positivas, deberan complementar-
se con pruebas de patogenicidad. Ademads, es necesario tener también en cuenta que ningun
método aislado es suficiente para la identificacion fiable de E. amylovora, siendo recomen-
dable en una primera deteccion realizar tinciones y pruebas bioquimicas, serologicas, mole-
culares y especialmente de poder patdégeno. La necesidad de realizar todas estas pruebas es
evidente en el caso de bacterias como E. amylovora, cuya presencia en un pais como Espaiia,
0 en una cierta zona, supone una gravisima amenaza para los cultivos frutales de la misma y
puede incluso perjudicar al comercio internacional del pais.

El éxito del diagndstico del fuego bacteriano dependerd, en muchos casos, de que la mues-
tra enviada a analizar se haya tomado adecuadamente y el envio se haya realizado con rapi-
dez, para que llegue en buen estado al laboratorio de analisis. Durante la primavera y el vera-
no, E. amylovora suele ser aislada sin dificultad a partir de flores con sintomas, de brotes
enfermos y de chancros activos, obteniéndose muchas veces un cultivo puro de la bacteria.
Sin embargo, si las plantas han sido tratadas con cobre o con bactericidas y/o si las condicio-
nes climaticas o de cultivo no son favorables para la multiplicacion de dicha bacteria patoge-
na, sus poblaciones serdn muy bajas y podrian estar en el limite de sensibilidad de la mayo-
ria de las técnicas, pudiendo dar lugar a falsos negativos, incluso en material sintomatico.

E. amylovora esta considerada como un patégeno de cuarentena por la legislacion de la
Unién Europea (UE) y por la European and Mediterranean Plant Protection Organization
(EPPO), por lo que se han legislado medidas fitosanitarias para evitar la propagacion de la
enfermedad (Anonimo 2000, 2003), entre las que se incluye no sélo el analisis de plantas con
sintomas, sino también de material vegetal asintomatico. Por todo ello, resulta imprescindible
disponer de técnicas rapidas, sensibles, especificas y fiables que permitan confirmar la presen-
cia de E. amylovora en cualquier tipo de material vegetal (Lopez et al., 2003; 2006 a, b). Sin
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embargo, la distribucion de la bacteria en la planta no es homogénea, por lo que los anali-
sis, principalmente en el caso de plantas sin sintomas, podrian dar lugar a falsos resultados
negativos.

2.2.2. DIAGNOSTICO DEL FUEGO BACTERIANO: PLANTAS CON SINTOMAS

Las técnicas de diagnostico del fuego bacteriano en plantas con sintomas se basaban tradi-
cionalmente en el aislamiento de la bacteria y su posterior identificacion. Actualmente, la
obtencion de un cultivo puro de la bacteria y las pruebas de patogenicidad siguen siendo basi-
cas en el diagnostico y son las unicas utilizadas todavia en muchos laboratorios, por ser de
sencilla realizacion. Sin embargo, hay que sefialar que pueden dar lugar a falsos resultados
positivos o negativos si no se dispone de experiencia, no se selecciona la zona adecuada de la
planta para el analisis, no se usan los medios y reactivos mas apropiados, etc. Por ello, actual-
mente se utilizan mas como pruebas rapidas las técnicas serologicas y moleculares, con o sin
enriquecimiento previo de E. amylovora en medios de cultivo liquidos apropiados.

2.2.2.1. Aislamiento

Los métodos de aislamiento y la obtencion de cultivos puros de E. amylovora, aunque
requieren varios dias, permiten la posterior identificacion y verificacion del poder patogeno,
por lo que deben ser aplicados cuando las muestras requieran la confirmacion de la patogeni-
cidad de la bacteria. Ademas, de acuerdo con la norma PM7/20 publicada por EPPO (2004)
y Unica recomendacion actual en cuanto a protocolos de diagnostico de E. amylovora, el ais-
lamiento es la prueba definitiva, con la patogenicidad, que confirma la presencia del patoge-
no. Segun esta norma, para el aislamiento directo de este patdogeno en las muestras vegetales
con sintomas (flores, brotes, yemas, hojas, frutos, tejido subcortical procedente de chancros,
etc.) se deben tomar porciones de la zona limite entre la zona sana y la enferma, o de tejido
con sintomas muy recientes y se deben macerar preferentemente en un tampon antioxidante
(Gorris et al., 1996 b), aunque también se puede usar tampon fosfato salino o agua destilada
estéril.

Los medios de cultivo recomendados (tanto en forma liquida para los enriquecimientos,
como so6lida para los aislamientos), son los medios no selectivos B de King (KB) (King et
al., 1954), SNA (Billing et al., 1961), y el semiselectivo CCT (Ishimaru y Klos, 1984). Se
aconseja el uso de los tres medios sélidos a la vez, para mayor fiabilidad, ya que, dependien-
do de los casos, la bacteria puede crecer con mayor abundancia en uno u otro. En medio B de
King, el crecimiento de E. amylovora es rapido y sus colonias son blancas, circulares, muco-
sas y con un didmetro de 2-5 mm a las 24-48 h (Paulin y Samson, 1973) (Foto 2.1A). Este
medio permite diferenciar las colonias de E. amylovora de las de Pseudomonas syringae, ya
que estas ultimas producen un pigmento fluorescente visible bajo luz ultravioleta. En el medio
SNA con un 5% de sacarosa (Lelliot, 1967; Hildebrand et al., 1988), E. amylovora muestra
unas colonias blancas, circulares y mucosas, tipicamente abombadas y de 3-7 mm de didme-
tro en 48 h (Foto 2.1B) (Billing et al., 1961). El aspecto abombado se debe a la produccion
de levano a partir de la sacarosa presente en el medio. El medio semiselectivo CCT contiene
como fuentes de carbono sacarosa y sorbitol, y como ingredientes para favorecer la selectivi-
dad tergitol anidnico, nitrato de talio, cicloheximida y cristal violeta (Ishimaru y Klos, 1984).
En consecuencia, el crecimiento de E. amylovora es algo mas lento (48-72 h), pero la morfo-
logia que muestran sus colonias es muy caracteristica: circulares, abombadas y mucosas, de
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2-6 mm de diametro, color violaceo palido, superficie lisa y borde brillante (Foto 2.1C) y
aspecto caracteristico si se observan con lupa. El medio CCT tiene un buen nivel de selecti-
vidad, si bien otras bacterias comunes asociadas a las plantas, como Pantoea agglomerans 'y
Pseudomonas spp., también pueden crecer en ¢€l, pero su crecimiento se ve ligeramente inhi-
bido y muestran una morfologia colonial diferente (Ishimaru y Klos, 1984).

Foto 2.1. Morfologia de las colonias de E. amylovora en diferentes medios de cultivo. A)
Medio King B; B) Medio SNA; C) Medio CCT; D) Medio MM, Cu.

(Fotografias: Ay C, M. Ordax; B y D, V. Donat)

Existen otros medios semiselectivos que, aunque no recomendados en el protocolo de la
EPPO (2004), son usados por algunos autores. Uno de ellos es el medio MS (Miller y
Schroth, 1972), en el que las colonias de E. amylovora son rojo-anaranjadas, debido a la fer-
mentacion del sorbitol en presencia del indicador de pH azul de bromotimol, mientras que las
de Pseudomonas sp. son azules (Jones y Geider, 2001). Sin embargo, la morfologia de P.
agglomerans es muy similar en el mismo (Jones y Geider, 2001). Ademas, el medio MS es
caro, laborioso en cuanto a su preparacion y de corta duraciéon en almacenamiento. Otro
medio semiselectivo es el MM,Cu (Bereswil/ et al., 1998), en el que E. amylovora crece for-
mando colonias muy mucosas y de un color amarillo caracteristico (Foto 2.1D) debido a la
presencia de cobre, lo que permite su diferenciacion de otras bacterias. Aunque lleva aspara-
gina para compensar la inhibicién de crecimiento por el metal, las colonias no muestran cla-
ramente el aspecto tipico de E. amylovora hasta pasados tres o mas dias.

Recientemente se ha desarrollado en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias
(IVIA) un medio con cobre denominado RESC (Ordax, 2008), que facilita la recuperacion de
E. amylovora cuando la bacteria estd en condiciones de estrés y en el que ésta muestra una
morfologia caracteristica en 48 h. Esta basado en el medio no selectivo B de King (King et
al., 1954), al que se afiade 1.5 mM de CuSO,. El cobre, un micronutriente esencial, incremen-
ta la produccion de los exopolisacaridos de E. amylovora y su recuperacion en medio solido
cuando la bacteria esta en condiciones de estrés (Ordax, 2008).
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Recientemente se ha demostrado que las células de E. amylovora pueden adoptar el esta-
do “viable no cultivable” (VNC) en presencia de cobre o por limitacion de nutrientes
(Biosca et al., 2006, 2008; Ordax et al., 20006), lo que puede originar falsos negativos en el ais-
lamiento en cualquier tipo de medio y especialmente en los mas selectivos como el CCT
(Ordax et al., 2006). Una vez inducido el estado VNC por cobre, las bacterias no crecen en los
medios de cultivo sélido, pero en cambio siguen siendo patdgenas durante al menos cinco dias.
Ademas, se ha demostrado que este estado es reversible y que tras la adicion de distintos com-
puestos, o de extracto de pera, las bacterias pueden volver a ser cultivables y patogenas (Ordax
et al., 2006). Si E. amylovora se encuentra en las muestras en estado VNC, los resultados del
aislamiento seran negativos, pero la bacteria seguira siendo potencialmente patégena y podria
ser detectada por Enriquecimiento-ELISA y por métodos basados en la PCR.

2.2.2.2. Técnicas serolégicas

El diagnéstico o la deteccion seroldgica de E. amylovora son muy utilizados debido a la
sencillez de su realizacion, siendo la técnica ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”), con sus variantes, la que se usa rutinariamente (Sobiczewski et al., 1997), pero tam-
bién puede emplearse la inmunofluorescencia. Cuando se utilizan anticuerpos policlonales
son frecuentes las reacciones cruzadas con otras bacterias presentes en el material, pero con
anticuerpos monoclonales especificos se pueden evitar estos problemas y ademas la técnica
se puede aplicar directamente al analisis de extractos vegetales, permitiendo el procesado
rapido y automatizado de un gran nimero de muestras. Con anticuerpos policlonales se alcan-
zan sensibilidades de 10° ufc/ml mediante ELISA-DAS (Double Antibody Sandwich ELISA)
(McLaughlin et al., 1989), o de 10° con ELISA-DASI (Double Antibody Sandwich Indirect
ELISA) utilizando anticuerpos monoclonales especificos (Gorris ef al., 1996 a, b).

Foto 2.2. Enriquecimiento de muestras previo a la realizacion de la técnica ELISA u otras.
Enriquecimiento en medio liquido B de King (1, 2 y 3 de izquierda a derecha) y en CCT (4,
5y 6). Los tubos 1 y 4 son controles negativos.
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El método serolégico mas sensible y especifico para el diagndstico o deteccion de
E. amylovora se ha desarrollado en los Laboratorios de Bacteriologia y de Virologia e
Inmunologia del IVIA y se denomina Enriquecimiento ELISA-DASI. Permite la detec-
cion de 10-10% ufc/ml (Gorris et al., 1996 a, b) en extractos de material vegetal y, como su
propio nombre indica, se basa en una fase previa de enriquecimiento en los medios de culti-
vo liquidos B de King o CCT (Foto 2.2), seguida de una inmunodeteccion por ELISA-DASI
utilizando anticuerpos monoclonales especificos (Gorris et al., 1996 a, b). Este sistema esta
comercializado en un estuche de diagnostico completo de la empresa Plant Print Diagnostics
S.L. (www.plantprint.net Valencia), tras un convenio con el IVIA.

También se ha desarrollado la técnica de inmunoimpresién-ELISA para el diagndstico de
E. amylovora (Cambra et al., 1996), que consiste en la realizacion de una impresion de la
muestra vegetal en una membrana de nitrocelulosa y su posterior analisis serologico con anti-
cuerpos monoclonales especificos. Tiene la ventaja de que no es necesaria la preparacion de
extractos, ya que el material vegetal fresco se inmoviliza en membranas de nitrocelulosa, y
las membranas se pueden almacenar a temperatura ambiente hasta su revelado. Sin embargo,
esta técnica se recomienda soélo en casos de confirmacion para el andlisis rapido de plantas
con sintomas.

La inmunofluorescencia (IF) ha sido menos utilizada que la técnica ELISA para la detec-
cion e identificacion de E. amylovora, especialmente porque la escasez de anticuerpos comer-
ciales de aceptable especificidad da lugar frecuentemente a falsos positivos, debidos a reac-
ciones cruzadas. Sin embargo, algunos laboratorios la prefieren como técnica rapida para un
primer analisis, ya que su sensibilidad es de alrededor de 103 ufc/ml, lo que la hace muy apro-
piada para el analisis de muestras con sintomas. Se han obtenido también anticuerpos mono-
clonales que estan disponibles comercialmente (Plant Print Diagnostics S.L.
www.plantprint.net, Valencia) y son adecuados para su uso en inmunofluorescencia.

Recientemente se ha desarrollado un nuevo método de diagndstico seroldogico denomina-
do AgriStrip basado en el principio del “lateral-flow immunochromatography”, que por su
simplicidad parece muy apropiado para el diagndstico rutinario de material sintomatico
(Dufty et al., 2007), aunque esta basado en anticuerpos policlonales.

2.2.2.3. Técnicas moleculares

Actualmente las técnicas moleculares mas utilizadas para el diagnéstico o deteccion
de E. amylovora estian basadas en distintas variantes de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR). La aparicion de la técnica de amplificacion de ADN mediante PCR ha pro-
vocado una revolucion en el mundo de la biologia molecular en todos los ambitos (investiga-
cion basica y aplicada), ya que permite trabajar con cantidades muy pequefias de material de
partida, permitiendo la simplificacion de los protocolos. Ademas, cuenta entre sus mayores
ventajas con la rapidez en su ejecucion y obtencion de resultados. Consiste en la amplifica-
cion in vitro de material genético (ADN) de forma especifica, por lo que luego es posible ana-
lizar el resultado de esa amplificacion de manera sencilla. Todas estas cualidades la han con-
vertido en una herramienta imprescindible en cualquier protocolo de biologia molecular y
también en el campo del diagndstico y la deteccion de bacterias fitopatdgenas como E. amy-
lovora.

Sin embargo, la aplicacion de esta tecnologia a los analisis de patogenos de plantas tam-
bién presenta algunos inconvenientes, al procesar material muy heterogéneo (hojas, frutos,
tallos, etc.) y que puede haber sufrido distintos tipos de tratamientos quimicos, ya que es fre-
cuente la presencia de elementos que inhiben la reaccion enzimatica de la amplificaciéon
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(Pulawska et al., 1997). Por ello, se necesita realizar la extracciéon del ADN de la muestra
previa a su analisis, como norma general. Asi, se han desarrollado distintos protocolos para
la extraccion de ADN de material vegetal y en el mercado existe una variada gama de estu-
ches comerciales con este proposito, ademas de protocolos de laboratorio, algunos sencillos
y otros mas complejos, obteniéndose en general buenos resultados con el disefiado por Llop
et al. (1999). Por desgracia, pocos protocolos y estuches resultan eficientes para el tratamien-
to de todos los tipos de materiales a analizar, aunque algunos de ellos son bastante universa-
les y versatiles. Cabe sefialar el hecho de que estas técnicas pueden amplificar secuencias de
ADN procedentes de células de E. amylovora que estén lisadas o muertas, lo que, en todo
caso, aumenta la sensibilidad de esta técnica frente a las que exigen células cultivables en
medio solido para obtener resultados positivos. En la practica, un inconveniente de la PCR es
su gran sensibilidad, ya que debido a esta caracteristica, se pueden producir contaminaciones
de los amplificados de una muestra anterior sobre los reactivos y muestras de un nuevo ana-
lisis, pudiendo producir resultados positivos en muestras que son negativas. Para evitar esto,
se debe realizar la PCR en condiciones que impidan esta contaminacion, porque, una vez ocu-
rre, es costosa de erradicar y afecta a la fiabilidad de los futuros anélisis. Para ello, se deben
separar las zonas de trabajo (pre y post-PCR), preparar las muestras en una zona diferente a
la de visualizacion de resultados, emplear equipamiento especifico para evitar las contamina-
ciones (pipetas con puntas con filtro, diferentes pipetas para la carga de los amplificados,
etc.).

Los métodos mas empleados para la deteccion de E. amylovora, mediante amplificacion
génica utilizando PCR convencional, se basan en secuencias del plasmido pEA29 para
alcanzar una mayor sensibilidad (Bereswilll ez al., 1992). También se desarroll6 una variante
de PCR denominada nested-PCR, que utilizaba dos pares de iniciadores, uno externo y otro
interno (McManus y Jones, 1995), y que detectaba hasta 20 ufc/ml en extractos vegetales, lle-
gando a 1 ufc/ml si se trataba de cultivos puros. Sin embargo, para evitar los frecuentes incon-
venientes de contaminaciones debidas a las dos etapas de amplificacion, en el Laboratorio de
Bacteriologia del IVIA se puso a punto otro tipo de PCR, denominado nested-PCR en un
tubo, que consistia en realizar las dos amplificaciones en un tnico tubo (Foto 2.3), utilizan-
do iniciadores con distintas temperaturas de anillado, con lo que se obtuvo una sensibilidad
cercana a 1 ufc/ml en cultivo puro (Llop et al., 2000).

Foto 2.3. Amplificacion de muestras de Erwinia amylovora mediante nested-PCR en un tubo
(Llop et al., 2000). Muestras positivas: 2, 3,4, 5, 6, 12, 13, 17, 18 y 19, de izquierda a dere-
cha. Control positivo: muestra 7; Contro negativo: muestra 8. Muestras negativas: 1, 9, 10,
11, 14,15y 16

(Fotografia: P. Llop)
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Todas estas reacciones de PCR basadas en el uso de iniciadores de secuencias plasmidicas
del pEA29, tienen como inconveniente que aunque se creia que este plasmido era univer-
sal, recientemente se ha demostrado la existencia de cepas patégenas de E. amylovora
que no lo tienen (Llop et al., 2006). Existen otros protocolos de PCR que permiten solven-
tar este problema, ya que amplifican fragmentos cromosémicos, como el gen amsB implica-
do en la sintesis del amylovorano (Bereswill et al., 1995), secuencias ribosomicas del RNA
16S (Bereswill et al., 1995) y RNA 23S (Maes et al., 1996) u otras (Guilford ef al., 1996, Tay-
lor et al., 2001). Hasta la fecha, este Gltimo protocolo es el que ha mostrado mejor especifi-
cidad entre los basado en secuencias cromosomicas, ya que los otros iniciadores citados
amplifican también otras especies de Erwinia proximas a E. amylovora, como E. piriflorini-
grans (Rosello et al., 2008). Sin embargo, en estos protocolos, la sensibilidad, incluso en las
mejores condiciones, suele ser de 100-1.000 ufc/ml, por lo que son menos apropiados que la
nested-PCR en un tubo para la deteccion de la bacteria en plantas asintomaticas, o cuando
sean esperables bajas poblaciones de E. amylovora.

Recientemente, se ha desarrollado la técnica “Real Time”, PCR a tiempo real (rt-PCR),
también basada en iniciadores procedentes de secuencias del plasmido pEA29 y cuya princi-
pal ventaja es su gran rapidez, observandose los resultados al mismo tiempo que ocurre la
amplificacion sin necesidad de manejar los amplificados, lo que elimina una de las mayores
fuentes de contaminacion, y se obtiene una sensibilidad inferior a 100 ufc/ml (Salm y Geider,
2004; De Bellis et al., 2007). También se estan desarrollando nuevos protocolos basados en
rt-PCR usando secuencias cromosomicas, para evitar falsos negativos por ausencia del plas-
mido, y empleando sondas para incrementar la sensibilidad del analisis (Won-Sik et al., 2007,
Geider et al., 2007). Un desarrollo muy practico en la técnica de rt-PCR lo proporcionan los
instrumentos de PCR portatiles para el andlisis in situ de las muestras, que permiten realizar
el diagnostico directamente en la plantacion afectada, en los puertos de entrada del material
a analizar, o en zonas alejadas de los laboratorios de analisis. Su uso permite la toma de mues-
tras y su analisis en mejores condiciones, sin necesidad de transportar las muestras hasta el
laboratorio, y por ello facilitard la toma de decisiones en un tiempo muy inferior.

2.2.3. DETECCION DE E. amylovora: PLANTAS ASINTOMATICAS

El principal problema para la detecciéon rutinaria de E. amylovora en plantas asinto-
maticas reside en la toma de muestras, ya que existen escasos estudios cientificos sobre el
tema. Sin embargo, el problema se plantea frecuentemente, tanto para analisis de plantas
importadas de zonas en las que esta presente la bacteria, como en los de material vegetal de
las zonas tampon definidas por la legislacion, o de viveros de plantas huéspedes. Por ello, el
protocolo publicado por la EPPO (EPPO, 2004) aconseja la utilizacion de varios métodos de
muestreo, sin que se citen publicaciones sobre la comparacion de la eficiencia de los mismos
en la deteccion de la bacteria en material vegetal asintomatico. Las muestras pueden ser
procesadas individualmente, o en grupos de hasta 100 y cuando se realicen prospeccio-
nes deben basarse en muestreos estadisticamente representativos. Pueden analizarse flo-
res, brotes, frutos o tallos, segiin la época del afio y el material a procesar. En prospec-
ciones rutinarias, las muestras deberian ser tomadas en la época déptima para la
multiplicacion de E. amylovora, es decir en verano. Se debe tomar la precaucion de desin-
fectar las herramientas de poda al tomar las muestras, especialmente cuando van a ser proce-
sadas mediante PCR.

En material de vivero, el protocolo EPPO aconseja para el andlisis individual, tomar las
muestras de los huéspedes mas sensibles y cortar flores o tallos de alrededor de 20 cm de lon-
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gitud, desinfectando las tijeras entre cada planta. En el caso de procesar las muestras en invier-
no, se aconseja tomar de 5 a 10 yemas por planta. También se pueden analizar en grupos de
100 tallos, de alrededor de 10 cm cada uno, procedentes de 100 plantas, seleccionar al azar 30
de ellos y cortarlos en 4 piezas, para seguir luego con el procesado tras agitacion durante
1.5 horas.

El analisis directo de las muestras asintomaticas mediante las técnicas indicadas en el apar-
tado de diagnostico, es normalmente negativo para E. amylovora debido al bajo numero de
bacterias presentes en las muestras. Por ello, se recomienda procesarlas en tampon antio-
xidante de extraccion (Gorris ef al., 1996 b) y realizar su enriquecimiento en medios de
cultivo liquido para conseguir la multiplicacion de E. amylovora y que ésta alcance nive-
les en los que sea posible su deteccion (Gorris ef al., 1996 b). Después de dicha etapa, las téc-
nicas que deben utilizarse para la deteccion de E. amylovora en plantas sin sintomas son las
mismas que se han indicado para su diagnostico en plantas con sintomas (aislamiento, ELISA,
PCR, etc.).

Ademas, la deteccion de E. amylovora también puede tener lugar en muestras de agua,
suelo, insectos y materiales de distinto tipo, utilizando las mismas técnicas citadas para plan-
tas asintomaticas, pero con las modificaciones oportunas, dependiendo del tipo de material.

2.2.4. IDENTIFICACION DE E. amylovora

Una vez obtenidos cultivos puros de colonias con morfologia tipo E. amylovora, se rea-
lizan pruebas bioquimicas y fisiologicas, serolégicas, moleculares y de poder patégeno
para su identificaciéon (EPPO 2004). Dada la homogeneidad bioquimica de las cepas de
E. amylovora procedentes de distintos huéspedes y origenes, para un correcto diagndstico es
necesario comparar los resultados obtenidos para los aislados espafioles con los de cepas de
referencia de coleccion internacional.

Las tinciones y las pruebas bioquimicas y fisioldgicas aconsejadas son: tincion de Gram (-),
produccion de levano (+), produccion de pigmento fluorescente en medio B de King bajo luz UV
(-), metabolismo oxidativo/fermentativo (O+ / F+), oxidasa (-), reduccion de nitratos (-), utiliza-
cion de citrato (+), crecimiento a 36°C (-), licuefaccion de gelatina (+), produccion de ureasa (-),
produccion de indol (-), reduccion de sacarosa (+) y produccion de acetoina (+), entre otras.

La identificacion bioquimica convencional se puede completar con las galerias
comerciales API (bioMérieux, Francia) (Donat et al., 2005; 2007) (Foto 2.4), que son siste-
mas miniaturizados que permiten evaluar 20 reacciones bioquimicas (API 20E), la utiliza-
cion de 50 carbohidratos y derivados (API S50CH), o la produccion de 19 enzimas (API-
ZYM) (Foto 2.4). Otro sistema miniaturizado es el BIOLOG (Biolog Inc., USA), que
permite examinar la utilizacion de 95 fuentes de carbono mediante una sola microplaca
(Donat et al., 2007).

El analisis del perfil de acidos grasos también puede ser utilizado para la identificacion,
dada la homogeneidad de los perfiles de las cepas de esta especie (van der Zwet y Wells,
1993; Paulin, 2000) y la posibilidad de automatizacion mediante programas con amplias
bases de datos de distintas especies bacterianas, como el MIS. Sin embargo, se ha comproba-
do que otras especies de Erwinia proximas a E. amylovora y aisladas de los mismos huéspe-
des pueden dar lugar a falsos resultados positivos con esta técnica.

Las técnicas serologicas y moleculares descritas en los métodos de diagnostico y detec-
cion, pueden también servir para la identificacion de los cultivos puros de la bacteria. Por lo
tanto, la técnica ELISA-DASI utilizando anticuerpos monoclonales (sin necesidad de enri-
quecimiento previo), la inmunofluorescencia con antisueros o anticuerpos especificos, o la
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aglutinacion en lamina, pueden ser utilizadas. Esta ultima técnica requiere un antisuero de
elevada especificidad practicamente no diluido y solo debe ser utilizada con cultivos puros
bacterianos, pero tiene la ventaja de su simplicidad y rapidez. Asimismo, los diversos proto-
colos de PCR disponibles también pueden ser aplicados a la identificacion de cultivos pro-
blema.

Foto 2.4. Sistemas miniaturizados que pueden emplearse para la identificacion bioquimica de
bacterias patogenas.

L] w "

(Fotograﬁai V. Donat)

Una vez obtenidos los cultivos puros de la bacteria se pueden realizar infiltraciones en
hojas de planta de tabaco para determinar su capacidad de producir la reaccion de hipersen-
sibilidad (HR). Pero la prueba definitiva, ademas de la HR positiva, es la de la inoculacion en
peras inmaduras o brotes de especies hospedadoras susceptibles, con el fin de reproducir los
sintomas del fuego bacteriano y verificar el poder patdogeno de los aislados.
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Foto 2.5. Inoculaciones de Erwinia amylovora en nispero (izqda.) y pera (dcha.) inmaduros.

(Fotografia: M. Ordax)

Ademas de la peras inmaduras, se ha demostrado que los frutos inmaduros de plantas hos-
pedadoras, como el nispero, o de frutales de hueso (como el melocotonero o albaricoquero),
también pueden ser inoculados, provocando en ellos E. amylovora la aparicion de necrosis
con exudados, en pocos dias (Donat, 2004) (Foto 2.5). En todos los casos y para obtener los
mejores resultados, los frutos deben ser inoculados en el periodo desde que tienen un diame-
tro superior a 1 cm hasta que alcanzan la mitad de su diametro definitivo, incluyendo los debi-
dos controles negativos y positivos.

La inoculacion de otros tipos de material vegetal requiere, para tener €xito, que se trate de
una especie y variedad muy sensible a E. amylovora y que se utilicen hojas o brotes en las
condiciones adecuadas, es decir muy tiernos, porque en la mayoria de los casos la resistencia
a la infeccion se incrementa con la edad del 6rgano. Por ello, tanto en la inoculacion de bro-
tes cortados, como de plantas cultivadas in vitro o de plantas enteras, se debe tener muy en
cuenta la edad del 6rgano a inocular. En cuanto al tipo de inoculacion, se recomienda la rea-
lizada por Cabrefiga y Montesinos (2005), que consiste en realizar un corte perpendicular al
nervio central de una hoja o mas, por brote o planta, utilizando una tijera previamente sumer-
gida en una suspension de, al menos, 108 ufc/ml de un cultivo puro de la bacteria. Los traba-
jos de dichos autores demuestran la existencia de diferencias en la virulencia de distintas
cepas de E. amylovora, por lo que también son esperables variaciones en la intensidad de los
sintomas y en el periodo de tiempo hasta la aparicion de los mismos, cuando se inoculan dis-
tintas cepas del patogeno.

2.2.5. PROTOCOLOS DE DIAGNOSTICO

El desarrollo y la optimizaciéon de métodos de deteccion de E. amylovora con el fin de
alcanzar una mayor sensibilidad sin pérdida de fiabilidad son de gran interés, ya que pueden
ser aplicados al estudio de las fuentes de inoculo en una zona, los reservorios, las vias de
transmision de la enfermedad, etc., aspectos aun poco conocidos y que contintian siendo moti-
vo de especulacion (Montesinos y Lopez, 1998; Lopez et al., 2002; Lopez et al., 2003). Se
trata de aplicar los nuevos conocimientos sobre la bacteria y su ciclo bioldgico para mejorar
su diagndstico y deteccion y por ello es un tema en continua actualidad y muy dinamico, pues
los protocolos siempre pueden ser mejorados.
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El tinico protocolo estandarizado para el diagnostico de E. amylovora se ha desarro-
llado en el proyecto DIAGPRO (Diagnostic Protocols) financiado por la UE. El protoco-
lo, que recoge el procedimiento a seguir desde la toma de muestras de material vegetal hasta
su diagnostico final (Figura 2.1), se ha validado mediante “ring tests” en ensayos inter-labo-
ratorios (Lopez et al., 2006 b) y ha sido publicado como Phytosanitary Measures PM7/20
por la EPPO (EPPO, 2004).

El protocolo aconsejado para el diagndstico de plantas con sintomas se recoge en la Figu-
ra 2.1, e incluye como pruebas iniciales el aislamiento (con o sin enriquecimiento previo,
dependiendo de las caracteristicas de las muestras) y pruebas rapidas serologicas o molecula-
res. En caso de ser todas positivas, se procedera a la identificacion de la bacteria y a la con-
firmacion de su poder patogeno. En caso de ser las pruebas seroldgicas y/o moleculares posi-
tivas y el aislamiento negativo, se realizara un nuevo analisis de la muestra, o de otro material
del mismo origen, con enriquecimiento previo, en los medios liquidos B de King (King et al.,
1954) y CCT (Ishimaru y Klos, 1984). Las técnicas seleccionadas para el protocolo EPPO, se
han validado en diez laboratorios europeos y presentan una sensibilidad, especificidad y fia-
bilidad que se consideran apropiadas para el diagndstico rutinario (Lopez et al., 2006 b).

En el analisis de muestras asintomadticas (Figura 2.1) se aconseja el enriquecimiento pre-
vio del patégeno y posterior analisis mediante ELISA-DASI, PCR y aislamiento. Como en el
caso de las muestras sintomadticas, la confirmacion de la deteccion requerir el aislamiento y
la identificacion de E. amylovora.

Actualmente se halla en preparacion un nuevo protocolo actualizado de diagndstico y detec-
cion de E. amylovora, coordinado por “International Plant Protection Convention” (IPPC), de la
FAO. Este incluira técnicas recientemente desarrolladas y de gran interés como la PCR a tiempo
real, pero se basara también en las técnicas recogidas en el protocolo de la EPPO (EPPO, 2004).

Figura 2.1. Diagrama de flujo que representa el protocolo de diagnéstico de Erwinia
amylovora de acuerdo a la norma PM7/20 de la EPPO (EPPO, 2004).

| Muestra con sintomas tipicos |

Y Y

AISLAMIENTO con o sin PRUEBAS ANALITICAS RAPIDAS

ENRIQUECIMIENTO PREVIO ELISA directo-inmunoimpresion,
IF, enriquecimiento-ELISA-DASI, PCR

Y ¥ Y

| Colonias con morfologia tipica | | Negativo | | Positivo |

] *

E. amylovora
detectada

PRUEBAS DE IDENTIFICACION
Confirmar la identidad del cultivo
puro como E. amylovora,

incluyendo patogenicidad Y

E. amylovora
| no detectada

A

E. amylovora
confirmada
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| Muestra asintomatica |
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Y
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IF, AISLAMIENTO (previo enriquecimiento),
enriquecimiento-ELISA-DASI, enriquecimiento-PCR

Y Y

Al menos un resultado positivo Todos los resultados negativos

Y

AISLAMIENTO DIRECTO
Y CON ENRIQUECIMIENTO PREVIO

* Y
Colonias con morfologia tipica |—>—> E. amylovora
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/
PRUEBAS DE IDENTIFICACION
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