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RESUMEN 

 

 

En los agroecosistemas, la inanición y la exposición de algunas especies bacterianas a 

compuestos citotóxicos inducen la formación de formas no cultivables como se ha documentado 

en Erwinia amylovora, agente causal del tizón de fuego. Esta situación dificulta el monitoreo y 

control del patógeno. Para superar esta limitación, se han desarrollado técnicas como la PCR de 

viabilidad (v-PCR), que permite detectar y cuantificar estas formas en matrices complejas. Sin 

embargo, aún no existe una técnica estandarizada, por lo que es necesario realizar modificaciones 

o adaptaciones que permitan determinar de forma directa, las poblaciones viables de E. amylovora, 

tanto en sus formas cultivables como no cultivables, a partir de muestras ambientales. Para ello, se 

colectaron doscientas muestras que incluían cancros remanentes activos, brotes jóvenes 

sintomáticos, frutos necrosados, tejido asintomático, tejido en fase de transición, suelo asociado a 

las raíces, flores de manzano, malezas no hospederas, abejas melíferas y agua de riego. Las 

muestras fueron procesadas de manera secuencial, comenzando con un pre-tratamiento (para 

liberar las células bacterianas contenidas en la muestra), seguido del conteo de células cultivables 

en medios selectivos, un tratamiento con DNasa y EMA (para discriminar el material genético libre 

o de células necrosadas), el aislamiento de ADNg y por último, la detección y cuantificación 

mediante v-sqPCR (correlacionando la concentración de dsDNA de los productos amplificados con 

la concentración celular conocida en muestras control). El 43.5 % de las muestras resultaron 

positivas en medio selectivo (con variaciones entre el 10 y el 90 % en el índice de positividad, 

según el tipo de muestra), siendo las muestras de tejido sintomático las que albergaron las 

poblaciones más abundantes de células cultivables (entre 10⁵ y 10⁷ UFC/g). Por otro lado, solo el 

13 % de las muestras resultaron positivas mediante v-sqPCR (con un índice de positividad entre el 

5 y el 75 %). Lo anterior, debido a un umbral mínimo de detección subjetivamente alto (≈1 × 10⁴ 

UFC). A pesar de ello, muestras específicas de cancros, brotes marchitos y frutos momificados 

mostraron conteos celulares significativamente mayores al ser analizadas con v-sqPCR, frente a lo 

registrado en placa de cultivo. Esto confirma la presencia de formas no cultivables de E. amylovora 

y su abundancia fluctúa entre 10⁴ y 10⁷ células/g. Esta investigación proporciona información útil 

sobre la dinámica de E. amylovora en fuentes de inóculo convencionales y no convencionales, 

evidencia la subestimación de las fuentes no convencionales y respalda la necesidad de modernizar 
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los actuales esquemas de monitoreo para mejorar los sistemas de respuesta y control 

antimicrobiano. 

 

Palabras clave: tizón de fuego, cancros, frutos momificados, monoazida de bromuro de etidio.  
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ABSTRACT 

 

 

In agroecosystems, starvation and exposure to cytotoxic compounds can induce the 

formation of non-cultivable forms in bacterial species such as Erwinia amylovora, the causal agent 

of fire blight. This complicates the monitoring and control of the pathogen. To address this 

challenge, techniques such as viability PCR (v-PCR) have been developed, enabling the detection 

and quantification of these forms in complex matrices. However, there is currently no standardized 

procedure for that, and modifications or adaptations are needed to directly determine the viable 

populations of E. amylovora, both in its cultivable and non-cultivable forms, in environmental 

samples. To achieve this, two hundred samples were collected, including active remnant cankers, 

symptomatic young shoots, necrotic fruits, asymptomatic tissue, tissue in the transition phase, soil 

associated with roots, apple blossoms, non-host weeds, honeybees, and irrigation water. The 

samples were processed sequentially, beginning with a pre-treatment step (to release bacterial cells 

from the samples), followed by culturing on selective media to count culturable cells, DNase and 

ethidium monoazide (EMA) treatments (to discriminate free genetic material or necrotic cells), 

DNA isolation, and finally, detection and quantification using v-sqPCR (correlating the 

concentration of dsDNA in the amplified products with known cell concentrations from control 

samples). 43.5% of the samples were positive in selective media (with positivity rates ranging from 

10% to 90%, depending on the sample type), with symptomatic tissue samples containing the 

highest populations of culturable cells (between 10⁵ and 10⁷ CFU/g). In contrast, only 13% of the 

samples were positive by v-sqPCR (with a positivity rate ranging from 5% to 75%), due to a 

relatively high minimum detection threshold (≈1 × 10⁴ CFU). However, specific samples from 

cankers, wilted shoots, and mummified fruits showed significantly higher cell counts when 

analyzed by v-sqPCR compared to those obtained from culture plates. This confirms the presence 

of non-cultivable forms of E. amylovora, with populations fluctuating between 10⁴ and 10⁷ cells/g. 

This research provides valuable insights into the dynamics of E. amylovora in both conventional 

and non-conventional inoculant sources, highlights the underestimation of non-conventional 

sources, and underscores the need to update current monitoring schemes to enhance antimicrobial 

response and control systems. 

 

Keywords: fire blight, cankers, mummified fruits, ethidium bromide monoazide.  
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1. SINOPSIS 

 

 

1.1. Justificación 

 

 

A lo largo de doscientos años, el tizón de fuego ha sido considerada una de las patologías vegetales 

más temidas y complejas en el cultivo de frutales, particularmente (aunque no exclusivamente) en 

manzanos y perales. Con un cuadro evolutivo rápido, Erwinia amylovora, su agente causal, tiene 

la capacidad de diezmar huertos enteros en una sola temporada o de arraigarse crónicamente, lo 

que ocasiona pérdidas económicas y acorta la vida productiva de los árboles. El control químico es 

actualmente la herramienta principal para combatir esta enfermedad, mediante la supresión 

preventiva de las poblaciones bacterianas presentes en los huertos. La teoría más aceptada señala 

que los cancros remanentes son la fuente más probable de inóculo primario, por lo que el patógeno 

se monitorea en estas estructuras mediante técnicas de microbiología clásica basadas en la 

cultivabilidad usando medios selectivos. Otras fuentes no convencionales de inóculo primario 

(tales como brotes y frutos infectados en temporadas previas, el suelo asociado a las raíces e incluso 

plantas no hospederas), suelen ignorarse presuntamente por albergar poblaciones bacterianas 

epífitas no significativas, no obstante, la evidencia que respalde esta acción sigue siendo escasa y 

controvertida. 

 

Investigaciones recientes han demostrado que condiciones de estrés en el agroecosistema, como la 

inanición o la exposición a citotóxicos (incluidos antibióticos), pueden inducir una fase no 

cultivable en E. amylovora. Como su nombre lo indica, estas formas viables no pueden detectarse 

mediante técnicas basadas en la cultivabilidad, lo que podría provocar la subestimación de las 

fuentes no convencionales de inóculo primario y, en consecuencia, llevar a un control ineficaz de 

la enfermedad. Incluir las formas no cultivables en los esquemas de monitoreo de la enfermedad 

representa un desafío significativo, ya que requiere la implementación de técnicas específicas 

basadas en la PCR de viabilidad (v-PCR), junto con procedimientos validados para la extracción 

de ADN a partir de muestras ambientales. A la fecha, no existe una técnica universalmente 

estandarizada para este fin, dado que el procedimiento debe adaptarse según las características de 
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la muestra, del huerto y del patógeno en cuestión. 

 

 

1.2. Antecedentes 

 

 

1.2.1. Viabilidad y Cultivabilidad: Dos Conceptos Diferentes 

 

 

La inactividad celular como estrategia de supervivencia, ha sido un tema de especial interés para 

los microbiólogos. En ambientes naturales, la presencia de microorganismos plenamente viables 

pero que han cesado su capacidad reproductiva (de forma temporal o permanente) es más frecuente 

de lo que se puede pensar. Se estima que alrededor del 81 % de los géneros microbianos del planeta 

no han sido cultivados (Lloyd et al., 2018). Incluso, se estima que el 60 % de la biomasa de la 

Tierra corresponde a microorganismos en alguna fase de reposo (Gray et al., 2004). Como es de 

esperarse, es muy limitado el conocimiento de las formas de microorganismos no cultivables y, por 

ende, el papel que desempeñan en el sistema que habitan es prácticamente desconocido. La tasa de 

reproducción o desarrollo suele ser un buen indicador de la actividad celular en los organismos 

microscópicos, por lo que no es extraño asociar este parámetro con la viabilidad celular (o la 

mortandad, en su defecto). Durante décadas, la única forma de comprobar la viabilidad bacteriana 

era a través de su capacidad para multiplicarse en medios de cultivo, es decir, viabilidad y 

cultivabilidad celular eran considerados sinónimos. No obstante, en la década de 1980 se descubrió 

que la bacteria Vibrio cholerae enfrenta condiciones ambientales adversas mediante diversos 

mecanismos de adaptación, entre los cuales se incluye la incapacidad para multiplicarse (Colwell 

y Grimes, 2000). Posteriormente, se reportó que esta respuesta no era exclusiva de esta especie, 

sino que un gran número de géneros y especies bacterianas experimentaban una fase temporal de 

viabilidad no reproductiva. Las células en este estado fueron denominadas somnicélulas (Roszak 

y Colwell, 1987). El desarrollo de técnicas moleculares, particularmente las genómicas y 

metabolómicas, ha incrementado la evidencia sobre las fases no cultivables de las bacterias y ha 

planteado una interrogante que hoy en día sigue siendo objeto de estudio y debate entre los 

expertos: ¿Las formas no cultivables representan una estrategia de adaptación específicamente 
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regulada, o son una fase previa a la muerte irreversible? (Pinto et al., 2015). 

 

 

1.2.2. Formas Bacterianas No Cultivables 

 

 

Con base en evidencia y estadística, se estima que el número total de especies bacterianas puede ir 

desde las 300,000 mil (cifras conservadoras) hasta el millón, mientras que solo se han descrito y 

caracterizado unas 3,200 especies (Colwell y Grimes, 2000) y en su inmensa mayoría se trata de 

especies cultivables, pues si bien se conocen bacterias parásitos intracelulares obligados (como las 

de las familias Chlamydia, Rickettsia, Coxiella y algunas del género Mycobacterium) las cuales 

carecen de una fase cultivable en medios artificiales, el número de especies descritas e 

inventariadas en este grupo es abrumadoramente menor, en buena medida debido a su limitación 

en cuanto a cultivabilidad. Como se mencionó previamente, la incultivabilidad no es un fenómeno 

inusual en la dinámica poblacional de las bacterias. Aun dentro de las bacterias cultivables se han 

descrito adaptaciones o fases que inactivan el desarrollo en medios selectivos. Las esporas, por 

ejemplo (generalmente descrita en bacterias Gram positivas de los géneros Bacillus y Clostridium), 

son estructuras con una morfología y estructura diferente a las de las células vegetativas (Higgins 

y Dworkin, 2012). Están deshidratadas y son prácticamente inertes (Errington, 1993). Además, las 

esporas se caracterizan por altamente resistentes a las variaciones ambientales y condiciones 

extremas, como temperatura, radiación solar, humedad y citotóxicos, que otras formas no 

cultivables (Pinto et al., 2015). Por otro lado, las células persistentes son una subpoblación 

bacteriana que surge de forma espontánea, generalmente en especies de rápido crecimiento, como 

Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, 

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes (Ayrapetyan et al., 2018). Estas células se 

caracterizan por ser altamente resistentes a citotóxicos (Gerdes y Maisonneuve, 2012). Aunque aún 

no se comprende completamente cómo ocurre su formación, ni cómo superan este estado, existen 

dos hipótesis al respecto: la primera sugiere que la exposición a citotóxicos induce la formación 

involuntaria de proteínas mal plegadas, lo que provoca estasis celular; la segunda plantea que se 

trata de un fenómeno epigenético mediado por el sistema toxina-antitoxina (Lewis, 2010). Por otro 

lado, se encuentran las células latentes y el estado viable no cultivable (VBNC), dos formas que se 
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caracterizan por mantener un metabolismo y respiración celular activos (Oliver et al., 1995) y una 

integridad completa de la membrana celular (Lloyd y Hayes, 1995), pero no forman colonias en 

medios nutritivos, no se dividen, pueden permanecer en esta forma durante periodos indefinidos y 

recuperan la cultivabilidad tras un período de reanimación específico (Kaprelyants et al., 1993; 

Kell y Young, 2000). Ambos estados son prácticamente indiferenciables, tanto que se ha sugerido 

que ambos términos se refieren al mismo estado fisiológico (Oliver, 2005), a diferencia del estado 

VBNC, las células latentes mantienen una actividad metabólica por debajo de los límites actuales 

de detección (Mukamolova et al., 2003). 

 

 

1.2.3. Inducción y Reanimación de Fases No Cultivables 

 

 

Para diversos autores no existen dudas de la ocurrencia de formas temporalmente no cultivables en 

ambientes naturales, sin embargo, las limitaciones técnicas para su estudio han acotado la mayor 

parte de evidencia experimental al área in vitro (Oliver, 2000). La capacidad de cultivo y actividad 

celular pueden ser reducidas o cesadas (y posteriormente reactivadas) a través de exposición a 

condiciones de estrés específicas entre las que se incluyen temperaturas y pH extremos, radiación 

UV, sustancias tóxicas, desecación, inanición y fluctuaciones en la concentración de oxígeno 

(Bjergbaek y Roslev 2005; Lleo et al. 2001). 

 

La inanición y la exposición a citotóxicos son los factores de inducción de formas no cultivables 

más documentados (Ordax et al., 2009) y su efecto suele estar estrechamente relacionado con la 

temperatura. Por ejemplo, en ambientes cercanos a los 5 °C la respuesta no cultivable se retrasa 

aun cuando la bacteria se encuentre en inanición (Biosca et al., 2006). Esto ocurre presumiblemente 

debido a que las bajas temperaturas reducen por si sola la actividad metabólica de la bacteria, 

reduciendo el consumo de los pocos nutrientes disponibles en el medio, lo que retrasa la respuesta 

adaptativa (Biosca et al., 2009). Otro fenómeno que podría explicar este estado en condiciones de 

inanición es la aparición de rondas sucesivas de fenotipos de ventaja de crecimiento a partir de una 

fase estacionaria o GASP (por las siglas en inglés para “growth advantage in stationary pase”). 

Estas mutantes que suelen aparecer dentro de una misma población bacteriana poseen una mejor 
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aptitud para buscar y aprovechar los nutrientes que la cepa parental, lo que podría retrasar la 

aparición de formas no cultivables (Zambrano y Kolter, 1996). 

 

La actividad metabólica celular, así como las condiciones de estrés, suelen dar origen a compuestos 

secundarios relacionados con el estrés oxidativo. En este sentido, el peróxido de hidrógeno (H2O2) 

se reconoce como un compuesto con un papel crucial en la inducción de respuestas no cultivables 

como el estado VBNC en una amplia gama de bacterias (Mizunoe et al., 1999). Mutantes 

deficientes de Vibrio vulnificus y E. amylovora incapaces de producir catalasa debido a la 

inactivación de los reguladores katG/ocyR no son cultivables en medios sólidos, presumiblemente 

debido a la incapacidad de la bacteria para desintoxicarse de la forma potencialmente fatal de H2O2 

(Kong et al., 2004; Santander et al., 2018). No obstante, la temperatura también juega un papel 

crucial en la actividad de las catalasas bacterianas producidas de forma natural, pues se sabe que 

las bajas temperaturas inhiben la acción enzimática, lo que da como resultado la inducción de 

formas no cultivables aun en células no deficientes (Kong et al., 2004). 

 

Ciertos compuestos citotóxicos también inducen la respuesta no cultivable. Algunas especies de 

enterobacterias pierden la capacidad de cultivo después de permanecer en una solución de sulfato 

de cobre (0.005 mM) por 36 días. Sin embargo, este tiempo se reduce tras exposiciones a 

concentraciones mayores (Ordax et al., 2006). Algo similar ocurre tras la exposición por al menos 

cinco minutos a compuestos como el hipoclorito de sodio (1 ppm), ácido acético (1 %) y peróxido 

de hidrógeno (5 %) (Santander et al., 2011). El mecanismo de respuesta de incultivabilidad bajo 

estrés por toxicidad no está del todo claro, pero podría estar relacionada con cambios en las 

proporciones de las biomoléculas que conforman la estructura o forma de la pared celular 

encargadas de regular la fluidez de las membranas (Clements y Foster, 1998), protegiendo así las 

células de altas o bajas presiones osmóticas y de compuestos citotóxicos como metales pesados, 

etanol, cloro, ácidos orgánicos e incluso antibióticos (Dong et al., 2020). 

 

El programa genético que da lugar y mantiene las formas no cultivables es poco conocido. En 

Escherichia coli se ha identificado que el gen de la proteína de biosíntesis del cofactor de 

molibdeno A (mobA), el gen responsable de la biosíntesis del antígeno O157 y el gen de la toxina 

Shiga se mantienen muy activos durante las fases no cultivables (Yaron y Matthews, 2002). 
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Adicionalmente, se sabe que el agotamiento del factor sigma RpoS (y por ende los genes regulados 

por este) da como resultado una respuesta de incultivabilidad en E. coli y S. enterica (Boaretti et 

al., 2003; Kusumoto et al., 2012). Mutantes deficientes del gen ppk1 (Polyphosphate Kinase 1) en 

Campylobacter jejuni redujeron significativamente la respuesta no cultivable (Gangaiah et al., 

2009). De igual forma, mutantes de E. coli deficientes de la proteína sensora de osmolaridad EnvZ 

responsable de regular las porinas de membrana externa F y C, son incapaces de emitir una 

respuesta no cultivable frente al estrés osmótico, por pH e inanición (Darcan et al., 2009). En 

términos generales, el conocimiento respecto a los genes globales y específicos que regulan la 

aparición y mantenimiento de las formas no cultivables es muy limitado. 

 

El factor principal para la reanimación o recuperación de células bacterianas en fase no cultivable 

es la inactivación del agente inductor. Este proceso solo ocurre bajo condiciones muy específicas 

y por un tiempo limitado, pues las células pierden la capacidad de cultivabilidad de forma 

permanente tras un periodo definido conocido como ventana de reanimación (Pinto et al., 2015). 

La ventana de reanimación depende de la especie bacteriana, del mecanismo de inducción y de las 

condiciones de reanimación utilizadas (Senoh et al., 2010). Estas condiciones van desde el aporte 

de nutrientes específicos que pongan fin a la inanición, hasta la utilización de quelatantes como el 

EDTA (Ordax et al., 2006) para inhibir iones tóxicos, neutralizadores de cloro como el tiosulfato 

de sodio o lavados con soluciones inocuas (Santander et al., 2011), permitiendo la reanimación 

celular tras específicos periodos de incubación. 

 

 

1.2.4. Detección de Formas No Cultivables 

 

 

La detección de una bacteria objetivo a partir de una muestra compleja requiere un paso de pre-

enriquecimiento selectivo con el fin de aumentar la concentración del organismo objetivo hasta 

niveles detectables (Stevens y Jaykus, 2004). Sin embargo, este procedimiento no permite un 

monitoreo en términos de cuantificación real, ya que altera las poblaciones objetivo y es inútil para 

fases no cultivables. Para estos casos específicos, es necesario procesar directamente las muestras 

y recurirr a una v-PCR. Esta técnica combina la tradicional PCR cuantitativa con protocolos 
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adecuados para la extracción de ADN y el tratamiento con colorantes fotoreactivos, lo que resulta 

en una herramienta útil para cuantificar bacterias a partir de muestras complejas (Kiefer et al., 

2022). Sin embargo, no existe una técnica estándar, por lo que es necesario implementar 

modificaciones o adaptaciones según la muestra a analizar, específicamente en lo que se refiere al 

pre-tratamiento para separar eficientemente las células objetivo de la matriz que las contiene y el 

tratamiento con el colorante fotoreactivo adecuado (Demeke y Jenkins, 2010). 

 

 

1.2.5. Importancia de las Formas Bacterianas No Cultivables en la Fitopatología 

 

 

El papel de las bacterias como agentes fitopatógenos se remonta a finales del siglo XVIII (con el 

tizón de fuego causado por E. amylovora como primer caso) y hasta la fecha su diagnóstico se basa 

en cotejar los signos y síntomas de la enfermedad con el aislamiento del agente causal en medios 

nutritivos (Pinto et al., 2015). Sin embargo, Xu et al., (1982) descubrieron y presentaron por 

primera vez un estado fisiológico bacteriano único de las especies no esporuladoras, cuya principal 

característica es la incapacidad para crecer en medios de cultivo convencionales tras permanecer 

por periodos variables en condiciones de estrés. Actualmente, el conocimiento profundo de las 

fases no cultivables está mayormente documentado en especies de importancia clínica, con estudios 

en al menos 85 especies bacterianas (Zhao et al., 2017) de las cuales solamente 12 son de interés 

agrícola (Acidovorax citrulli, Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis, E. 

amylovora, Pantoea agglomerans, Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Ralstonia 

solanacearum, Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, Xanthomonas axonopodis y 

Xanthomonas campestris) (Pinto et al., 2015; Dong et al., 2020). 

 

 

1.2.6. Implicaciones de las Formas No Cultivables en E. amylovora 

 

 

El tizón de fuego, causado por E. amylovora, es una de las patologías vegetales más ampliamente 

documentada y afecta esencialmente a especies de pomáceas. Su fisiopatología compleja, rápida 
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evolución y esquemas de control poco eficientes, han hecho que se considere la enfermedad vegetal 

más temida entre los fruticultores. La infección primaria ocurre usualmente en primavera cuando 

E. amylovora es llevada desde la fuente de inóculo primario hasta las primeras flores (Van der Zwet 

y Keil, 1979). Dichas fuentes de inóculo primario son clasificadas con base en las poblaciones 

bacterianas que albergan, las cuales son estimadas a través de métodos basados en la cultivabilidad 

de la bacteria en medios selectivos. Esta información es crucial en la toma de decisiones para 

implementar la estrategia de control principal basada en la supresión de la bacteria a través de 

antibóticos como medida preventiva. 

 

Se ha documentado que E. amylovora puede responder a condiciones de estrés como la inanición 

o exposición de citotóxicos a través de la inducción a formas no cultivables (Biosca et al., 2006; 

Ordax et al., 2006) sin embargo, la inmensa mayoría de la evidencia se ha obtenido de estudios in 

vitro y se conoce poco sobre la presencia de la bacteria bajo este estado en ambientes naturales. 

Como ya se ha mencionado, entornos naturales como los huertos, propician condiciones de estrés 

intermitentes (Roszak y Colwell, 1987) como la baja disponibilidad de nutrientes durante el 

invierno, cuando la actividad metabólica de los hospederos disminuye, y en consecuencia los 

nutrientes aprovechables por E. amylovora también son limitados. O bien, la presencia de 

compuestos citotóxicos que suelen acumularse en el suelo por periodos relativamente cortos, como 

los antibióticos sintéticos, o más estables como el sulfato de cobre (Colwell y Grimes, 2000), son 

inductores de formas no cultivables en E. amylovora, y de ocurrir en entornos naturales, implicaría 

que el actual esquema de monitoreo basado en cultivabilidad no considera las formas no 

cultivables, subestimando fuentes de inóculo potenciales y conduciendo a un manejo poco eficiente 

de la enfermedad. 

 

 

1.3. Hipótesis 

 

 

Fuentes convencionales y no convencionales de inóculo primario de E. amylovora albergan formas 

bacterianas no cultivables del patógeno. 
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1.4. Objetivo General 

 

 

Diseñar y evaluar un procedimiento secuencial basado en v-PCR semicuantitativa, para detectar y 

estimar poblaciones viables, cultivables y no cultivables de E. amylovora a partir de fuentes de 

inóculo primario en huertos de manzano. 

 

 

1.5. Objetivos Específicos 

 

 

1. Estimar las poblaciones cultivables de E. amylovora en fuentes de inóculo primario en huertos 

comerciales de manzano. 

2. Diseñar y estandarizar un pre-tratamiento eficiente para separar células bacterianas de matrices 

complejas. 

3. Determinar y optimizar la concentración, condiciones de incubación y período de 

fotoactivación que permitan discriminar el material genético libre o de células necrosadas en 

muestras complejas, basado en una técnica enzimática combinada con monoazida de bromuro 

de etidio. 

4. Estandarización de un protocolo para el aislamiento de ADNg a partir de muestras ambientales 

complejas. 

5. Optimización de un protocolo de PCR semicuantitativo específico para E. amylovora a través 

de la correlación entre la concentración de dsDNA en los productos amplificados, con la 

concentración celular conocida en muestras control. 

6. Estimación de las poblaciones viables cultivables y viables no cultivables mediante v-PCR 

semicuantitativa a partir de fuentes de inóculo primario en huertos comerciales de manzano. 

 

 

1.6 Sección Integradora del Trabajo 

 

 

En el primer artículo (pp.24) se aborda de forma detallada y actualizada la fisiopatología del tizón 
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de fuego, una enfermedad causada por la bacteria E. amylovora, que afecta a frutales, 

especialmente manzanos y perales. La enfermedad se caracteriza por una rápida propagación desde 

las flores a otros tejidos de la planta, como brotes, ramas y tronco, favorecida por la alta humedad 

y dispersada por insectos, viento y lluvia. Se explora el origen controvertido del inóculo primario, 

destacando los cancros en ramas y tallos como una fuente importante, pero también se muestra 

evidencia que señala a otros reservorios, como tejidos asintomáticos, frutos necrosados, plantas no 

hospedadoras y el suelo, como fuentes de inóculo significativos. La segunda mitad del documento 

profundiza en el concepto del estado viable no cultivable (VBNC) en E. amylovora, como una 

respuesta adaptativa ante condiciones de estrés, como inanición, bajas temperaturas o exposición 

a sustancias tóxicas. En este estado, la bacteria no puede multiplicarse en medios de cultivo 

convencionales, pero mantiene una viabilidad plena, actividad metabólica, virulencia y 

patogenicidad intactas. Se detalla el estado del arte en torno a los factores que permiten la inducción 

de esta respuesta en condiciones in vitro y las técnicas que permiten su reanimación bajo 

condiciones específicas. Por último, el artículo establece una serie de planteamientos e inferencias 

en torno a la relevancia del estado VBNC en el manejo del tizón de fuego, ya que podría llevar a 

subestimar ciertas fuentes de inóculo primario y concluye con la necesidad de diseñar e 

implementar técnicas de detección más avanzadas, como la v-PCR cuantitativa o la citometría de 

flujo, para mejorar las estrategias de control y manejo de la enfermedad. 

 

El segundo artículo (pp.38) parte de la idea preconcebida y basada en evidencia de que la inanición 

y la exposición a compuestos citotóxicos son factores capaces de inducir una respuesta no 

cultivable en E. amylovora. Esto limita el monitoreo convencional de la enfermedad y por ende su 

control. Para probar esta hipótesis se determinaron las poblaciones viables de E. amylovora en sus 

formas cultivable y no cultivable, utilizando una v-PCR semicuantitativa aplicada a diferentes 

fuentes de inóculo primario disponibles en un huerto comercial de manzano, como cancros activos, 

brotes jóvenes y frutos visualmente necrosados, tejido asintomático, tejido en transición, suelo 

asociado a las raíces, flores del hospedero principal y de arvenses no hospederas, abejas melíferas 

y de agua destinada para riego. Un total de 200 muestras fueron procesadas de forma secuencial 

iniciando con un pre-tratamiento, el conteo de células cultivables, un tratamiento con DNasa y 

EMA, y la detección y cuantificación mediante v-sqPCR. El 43.5 % de las muestras resultaron 

positivas en medio selectivo. Las muestras de tejido sintomático albergaban poblaciones 
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abundantes de células cultivables, en rangos entre 105 y 107 UFC/g. Por otro lado, solo el 13 % de 

las muestras resultaron positivas mediante v-sqPCR, debido a un umbral mínimo de detección 

subjetivamente alto (≈1 × 10⁴ UFC). Muestras específicas de cancros, brotes marchitos y frutos 

momificados arrojaron estimaciones mayores mediante v-sqPCR frente a los conteos en placa, lo 

que indica la presencia de formas no cultivables. En términos concretos, este estudio proporciona 

información útil y novedosa sobre la disponibilidad de inóculo en fuentes convencionales y no 

convencionales durante la prefloración y floración. Está claro que E. amylovora es capaz de 

sobrevivir al invierno en formas no cultivables, principalmente en estructuras necrosadas como 

cancros y frutos momificados, lo que insta a actualizar los esquemas de monitoreo actuales basados 

en cultivabilidad.  
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4. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

• El tejido sintomático visualmente necrosado resultó positivo a E. amylovora en formas 

cultivables con mayor frecuencia y abundancia que el resto de las muestras. No obstante, los 

medios selectivos descartan la fracción no cultivable. 

 

El pre-tratamiento a base de lavados, filtraciones y centrifugaciones reducen significativamente la 

concentración bacteriana en las muestras a base de tejido vegetal (hasta 0.66 ± 0.04 log UFC/g). 

 

• Un tratamiento conjunto a base de DNasa y EMA inhibió eficazmente la amplificación de 

productos en la PCR a partir de material genético libre o proveniente de células lisadas sin 

comprometer la viabilidad celular. 

 

• El protocolo de extracción de ADNg a base de amortiguadores libres de fenol, permitió el 

aislamiento de material genético de buena calidad y pureza, sin importar las características de 

la muestra procesada. 

 

• Debido a que el pre-tratamiento afecta negativamente la recuperación de células bacterianas a 

partir de muestras vegetales, también influencia negativamente la sensibilidad de la PCR. El 

protocolo solo fue capaz de detectar al patógeno en muestras que contenían concentraciones 

celulares superiores a 104 células/g. 

 

• En términos concretos, los cancros albergan con mayor frecuencia y abundancia poblaciones no 

cultivables de E. amylovora a concentraciones entre 10⁴ y 10⁷ células/g. No obstante, también 

se pudo detectar la presencia de formas no cultivables en muestras de brotes marchitos, frutos 

momificados y tejido de transición. Lo anterior evidencia el riesgo potencial de estas fuentes de 

inóculo no convencionales para desencadenar un cuadro infeccioso.  
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5. RECOMENDACIONES 

 

 

• Indagar respecto a la utilización de otras regiones conservadas de E. amylovora con menor 

tamaño, podría mejorar los resultados obtenidos en la PCR y reducir el umbral de detección 

mínimo. 

 

• Probar otras técnicas de homogenización de tejidos que optimicen la recuperación de células a 

partir de matrices complejas permitiría aumentar la sensibilidad de la prueba. 

 

• Es conveniente aplicar estas técnicas al monitoreo de la bacteria durante otras etapas 

fenológicas, no solo previo a la floración. Esto aportaría información valiosa para comprender 

de mejor forma la dinámica de las poblaciones bacterianas en el huerto. 

 

 


