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RESUMEN

Brenneria nigrifluens y Brenneria rubrifaciens,
causan el cancro superficial y profundo de la cor-
teza del nogal, respectivamente. B. nigrifluen oca-
siona necrosis en la corteza exterior y manchas dis-
persas de exudado marrén oscuro. Los sintomas de
B. nigrifluens involucra hoyos en la madera, grietas
profundas longitudinales en el tronco, exudado co-
lor oscuro marron con bacterias que fluyen de las
grietas de las ramas. Finalmente, las dos enferme-
dades pueden ocasionar pérdida de vigor y muerte
de los arboles. El cancro del nogal ocasionado por
especies de Brenneria se ha reportado principal-
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ABSTRACT

Brenneria nigrifluens and B. rubrifaciens
cause superficial and deep canker in walnut bark,
respectively. B. nigrifluen causes necrosis in the
outer bark and scattered dark brown exudate spots.
The symptoms of Bremnmneria nigrifluens involve
holes in the wood, deep longitudinal cracking in
the trunk; dark brown bacterial exudate flowing
through branch cracks, and eventually the two
diseases can cause loss of vigor and death of
the trees. Walnut canker caused by Brenneria
species has been reported in USA, France, Spain,
Italy, Hungary, Persia and Iran. These symptoms
have not been reported in Mexico; however,
SENASICA (National Service of Health, Food
Safety and Food Quality) has developed risk maps
to prevent Brenneria, since walnut in Mexico is
a profitable crop that reached 125 758.45 tons in
2014, equivalent to more than 6 173 538 million
pesos. Due to Brenneria’s bacterial pathogenicity
timely diagnosis is crucial to achieve good disease
management. The main diagnosis methods for
Brenneria genera are: Traditional techniques,
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mente en Estados Unidos, Francia, Espaiia, Italia,
Hungria, Persia e Iran. En México no se han repor-
tado, sin embargo, SENASICA (Servicio Nacional
de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria)
ha establecido mapas de riesgo, ya que en México
el nogal pecanero es un cultivo rentable, para el afio
2014, se tuvo una produccion de 125 758 ton, con
un valor mayor a 6 173 millones de pesos. Debido
a la patogenicidad de las bacterias, el diagndstico
oportuno es clave en el manejo de la enfermedad.
Los principales métodos de diagndstico del género
Brenneria spp son: observacion de signos y sinto-
mas, pruebas bioquimicas como el sistema API,
Biolog y el analisis de los acidos grasos celulares;
técnicas seroldgicas; técnicas moleculares como
PCR punto final y tiempo real; asi como técnicas
cromatograficas (HPLC, CCD) para deteccion de
metabolitos especificos como la rubrifacina. El tra-
bajo tiene como objetivo presentar la situacion a
nivel nacional y mundial del cancro del nogal, asi
como revision de las técnicas de diagndstico de la
enfermedad.

Palabras clave adicionales: Brenneria, cancro,
nogal, epidemiologia, sintomas, diagnostico.

El género Brenneria fue descrito en 1998 (Hau-
ben et al., 1998) para agrupar a seis especies bacte-
rianas, anteriormente incluidas en el género Erwi-
nia (Gonzalez et al., 2002). Las 6 especies inclui-
das en el género Brenneria son: B. alni, B. nigri-
fluens, B. paradisiaca, B. quercina, B. rubrifacies
y B. salicis. De las especies antes mencionadas, B.
nigrifluens y B. rubrifaciens son las mas estudiadas
debido a que afectan al nogal de castilla (Juglans
regia L.), que es un cultivo de alto valor econ6-
mico en el mundo. B. nigrifluens es causante del
cancro superficial de la corteza y B. rubrifaciens

VOLUMEN 34, NUMERO 2, 2016

biochemical test (API system, Biolog and fatty-acid
cell analysis); the serological technique; molecular
methods such as end-point PCR and real-time PCR;
as well as chromatographic techniques (HPLC,
CCD) for the detection of specific metabolites like
rubrifacine. The purpose of this work is to provide
an outlook of domestic and global walnut canker,
as well as reviewing the diagnosis techniques for
this disease.

Additional Keywords: Brenneria, canker, walnut,
epidemiology, symptoms, diagnosis.

The genus Brenneria was described in 1998
(Hauben et al., 1998) to group six bacterial
species, previously included in the genus Erwinia
(Gonzalez et al., 2002). The six species included
in the genus Brenneria are: B. alni, B. nigrifluens,
B. paradisiaca, B. quercina, B. Rubrifacies, and
B. salicis. Of these species, B. nigrifluens and B.
rubrifaciens are the most studied, since they attack
the common walnut tree (Juglans regia L.), which
is a crop with a high economic value worldwide.
B. nigrifluens causes surface bark canker and B.
Rubrifaciens, deep bark canker in common walnut
trees. In Europe, B. nigrifluens was identified in
walnut orchards. The bacteria was later found in
France and Italy in young plants and adult trees
(Saccardi et al., 1998; Morone et al., 1998; Ménard
et al., 2004; Nelson and Hudler, 2007; Scortichini
2008; Abeysekara, 2014; Narayanasamy, 2011). In
Spain, B. rubrifaciens has been reported in walnut
trees and trees imported from California (Gonzalez
et al., 2002; Nelson and Hudler, 2007). In Mexico,
no Brenneria has been reported in the plantations of
the pecan trees Carya illinoensis (Wang.) K. Koch
or common walnut trees, although SENASICA has
established risk maps due to the national economic
importance of walnut trees, since in Mexico, the
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del cancro profundo de la corteza del nogal de cas-
tilla. En Europa B. nigrifluens fue identificado en
huertas de nogal de castilla. Posteriormente, la
bacteria fue detectada en Francia e Italia en plan-
tas jovenes y arboles adultos (Saccardi ef al., 1998;
Morone et al., 1998; Ménard et al., 2004; Nelson
y Hudler, 2007; Scortichini, 2008; Abeysekara,
2014; Narayanasamy, 2011). En Espafa B. rubri-
faciens ha sido reportada en nogales de castilla y
en arboles importados de California (Gonzalez et
al., 2002; Nelson y Hudler, 2007). En México no
se ha reportado Brenneria en los cultivos de nogales
pecanero Carya illinoensis (Wang.) K. Koch ni de
castilla, pero SENASICA ha establecido mapas de
riesgo por la importancia econémica del nogal peca-
nero a nivel nacional, ya que en el pais, la superficie
sembrada fue segin SIAP (2014) de 108 011 ha, con
una superficie cosechada de 75 439 ha, con una pro-
duccion de 125 758 ton y un rendimiento de 1.67 ton
ha!. Los principales estados productores de nuez pe-
canera son: Chihuahua con el 54 % del volumen na-
cional, Sonora 16 %, Coahuila 14 %, Durango 6 %y
Nuevo Ledn 5 %. El 98.8 % de la nuez es pecanera,
1.1 % de castillay 0.1 % criolla (SAGARPA-SIAP,
2013). En el pais la produccion de nuez de casti-
lla se obtiene de forma tradicional desde hace tres
siglos, esta se concentra en los estados de Puebla,
Tlaxcala, Estado de México, Oaxaca y Querétaro
(Luna et al., 2013). La importancia de la enferme-
dad y dificultades en el control de Brenneria spp.
resaltan el impacto de un diagndstico oportuno
(Bettiol et al., 2014; Lopez y Penalver, 2005), sin
embargo, la enfermedad puede ser asintomatica
en un inicio, esto puede dificultar el diagndstico.
Entre las técnicas para el diagndstico de Brenne-
ria se encuentran las pruebas bioquimicas, utiliza-
cion de medios selectivos, técnicas moleculares,
técnicas serologicas y pruebas de patogenicidad
(Moretti y Buonario, 2010). En el presente traba-
jo se tiene como objetivo presentar la situacion a
nivel nacional y mundial del cancro del nogal, asi
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surface planted was, according to SIAP (2014) of
108 011 ha, with a surface harvested of 75 439 ha,
a production of 125,758 tons, and a yield of
1.67 tons ha'. The main walnut producing states
are: Chihuahua, with 54% of the total national
volume, Sonora 16 %, Coahuila 14 %, Durango 6 %,
and Nuevo Leon 5 %; 98.8 % of the walnut trees
are pecans, 1.1 % are common walnut, and 0.1 % is
native (SAGARPA-SIAP, 2013). In Mexico, walnut
production is three centuries old, and is concentrated
in the states of Puebla, Tlaxcala, Estado de México,
Oaxaca and Querétaro (Luna et al, 2013). The
importance of the disease and difficulties in the
control of Brenneria spp. highlight the impact
of a timely diagnosis (Bettiol et al., 2014; Lopez
and Penalver, 2005). However, the disease may
be initially asymptomatic, and this may make the
diagnose more difficult. Some of the techniques
used to diagnose Brenneria are biochemical tests,
the use of selective media, molecular techniques,
serological techniques, and pathogenicity tests
(Moretti and Buonario, 2010). The aim of this work
is to provide an outlook of domestic and global
walnut canker, as well as reviewing the diagnosis
techniques for this disease..

DISTRIBUTION OF THE DISEASE

Worldwide. B. nigrifluens and B. rubrifaciens
have been reported in different as the causes of the
walnut canker. The main countries in which they
have been reported are Iran (Yousefi et al., 2007,
Jamalzade et al., 2012; Roshangar and Harighi,
2009), France, Spain (Loreti et al, 2008), Italy
(Loreti et al., 2005; Pardatscher and Schweigkofler,
2009) and the United States (Wilson et al., 1957).
Table 1 summarizes reports of Brenneria that
causes walnut canker in different areas of the
world, as well as the techniques used to identify
the pathogens.
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como la revision de las técnicas de diagndstico de
la enfermedad.

DISTRIBUCION DE LA ENFERMEDAD

Nivel mundial. B. nigrifluens y B. rubrifaciens han
sido reportados en distintas regiones del mundo
como causantes del cancro del nogal. Los princi-
pales paises en los que se han reportado son: Iran
(Yousefi et al., 2007; Jamalzade et al., 2012; Ros-
hangar y Harighi, 2009), Francia, Espafia (Loreti et
al., 2008), Italia (Loreti et al., 2005; Pardatscher y
Schweigkofier, 2009) y Estados Unidos (Wilson et
al., 1957). En el Cuadro 1 se resumen reportes de
Brenneria causante de cancro del nogal en distintas
regiones del mundo, asi como las técnicas utiliza-
das para la identificacion de los patégenos.

Nivel nacional. En México no existen reportes de
infeccion de nogales pecaneros con B. rubrifaciens
o B. nigrifluens. No obstante, existen zonas con
hospederos y condiciones climaticas similares a
otras regiones del mundo en los que se ha presenta-
do la enfermedad. Segtn las estadisticas mostradas
por SIAP (2013) B. rubrifaciens representa un ele-
vado riego para México ya que el nogal pecanero
es uno de los cultivos mds rentables a nivel nacio-
nal. Para el afio 2011, la superficie sembrada fue
superior a las 96 000 ha (SIAP, 2013). Por estas
razones SENASICA (2013) ha establecido mapas
de riesgo indicando las zonas de posible incidencia
de B. rubrifaciens. La cercania a Estados Unidos
también pone en riesgo los cultivos de Nogal, ya
que existen reportes de presencia del cancro del
nogal en California y Texas (SENASICA, 2013).
Por el riesgo de la infeccion de nogales en México,
SENASICA colocb6 el cancro del nogal ocasionado
por B. rubrifaciens en la lista de “Plagas bajo vi-
gilancia activa” en el 2010 y 2011 (Lopez, 2013).

BIOLOGIA DEL PATOGENO
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National level. In Mexico there are no reports
of infections of pecans with B. rubrifaciens or B.
nigrifluens. However, there are areas with hosts
and weather conditions similar to other areas of
the world in which the disease has presented itself.
According to statistics presented by SIAP (2013)
B. rubrifaciens represents a high risk for Mexico,
since the pecan is one of the most profitable crops
in the country. By the year 2011, the surface planted
with this crop was higher than 96,000 ha (SIAP,
2013). For these reasons, SENASICA (2013) has
established a risk map, indicating areas of possible
incidence of B. rubrifaciens. The proximity with
the United States also places the walnut plantations
at risk, since there are reports of walnut canker in
California and Texas (SENASICA, 2013). Due
to the risk of infection of walnut trees in Mexico,
SENASICA placed the walnut canker caused by
B. rubrifaciens in the list of “Pests under active
surveilance” in 2010 and 2011 (Lopez, 2013).

BIOLOGY OF THE PATHOGEN

B. rubrifaciens becomes active towards the end
of'the spring, and begins to emerge from the cankers
along with the sap of the plant (SENASICA, 2013).
The bacteria spreads through the bark and the
phloem, affecting the transportation of nutrients
(UCTPM, 2007, SENASICA, 2013). Investigations
suggest that B. rubrifaciens can reside in the
vascular tissue of trees and remain latent until a
change in weather conditions (such as water stress)
acitvate it (McClean and Kluepfel, 2010).

DIAGNOSIS TECHNIQUES
Traditional techniques
Symptoms and signs. B. rubrifaciens present late

symptoms in trees older than 15 years, causing a
chronic reduction of vigor and yield (McClean
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Cuadro 1. Reportes de Brenneria sp. como causante del cancro del nogal y técnicas de diagnoéstico.
Table 1. Reports of Brenneria sp. as the cause of the walnut canker and diagnosis techniques.

Region Hospedero Patdgeno Técnica de diagnostico Referencia
California Nogal Ingles. Erwinia nigrifluens Sintomas, pruebas bioquimicas Wilson et al., 1957
(Juglans regia L.)
Persia Nogal persa Brenneria rubrifaciens Sionos v sintomas Schaad y Wilson,
(Juglans regia L.) (Erwinia rubrifaciens) gnos y 1971
Iran Nogal persa L e ..
(Juglans regia L) Brenneria nigrifluens ~ Caracterizacion bioquimica Rahimian, 1989
Espana Nogal persa L e ,
(Juglans regia L) Brenneria nigrifluens ~ Caracterizacion bioquimica Lopez et al., 1994
ltalia Nogal persa . Erwinia nigrifluens Caracterizacion bioquimica Morone et al., 1998
(Juglans regia L.)
Europa o . . Caracterizacion bioquimica por API, Gonzélez et al.,
Juglans hindsii Brenneria rubrifaciens ELISA y prucbas de patogenicidad 2002
Francia Nogal . Brenneria nigrifluens Pruebas.b}oqulmlcas y pruebas de Ménard et al., 2004
(Juglans regia persas) patogenicidad.
Nogales persas Lo Roshangar y
Iran (Juglans regia L.) Brenneria nigrifluens ~ PCR (gen 16s) Harighi, 2009
No especifica Nogal g:ﬁ:ﬁi;iz ;?b;;];izl::& Estudios de ADN, mutagénesis y McClean y
P (Juglans regia L.) otros g ’ ensayo de virulencia. Kluepfel, 2009
Francia, Nueva Nogales Brenneria sp. Pruebas bioquimicas, pruebas de Hairi et al.. 2010
Zelandia, Italia  (Juglans regia L.) and Xanthomonas sp. ~ patogenicidad y F-AFLP J N

Iran

Italia

Iran

Serbia

Hungria

Nogales persas
(Juglans regia L.)

Nogal
(Juglans regia L.)

Nogales persas
(Juglans regia L.)
Nogal

(Juglans regia L.)
Nogal

(Juglans regia L.)

Brenneria nigrifluens

Brenneria rubrifaciencis

Brenneria nigrifluens
Brenneria nigrifluens

Brenneria nigrifluens

Charkhabi et al.,
2010

rep-PCR, secuencias de insersion
(IS50-PCR), RAPD

PCR de genes responsables de la
produccion de rubrifacina.
Hibridacion dot blot.

Pruebas bioquimicas, patrones
electroforéticos y rep-PCR.

Thapa et al., 2010

Jamalzade et al.,
2012.

Pruebas bioquimicas y PCR (gen 16s). Popovi¢, et al., 2013
Pruebas bioquimicas, pruebas de

patogenicidad, PCR (gen 16s), RT-PCR. Veghetal., 2014

B. rubrifaciens se activa al final de la primavera

y comienza a brotar de los cancros junto con la
savia de la planta (SENASICA, 2013). La bacteria
se propaga por la corteza y por el floema, afectan-
do el transporte de nutrientes (UC IPM, 2007; SE-
NASICA, 2013). Investigaciones sugieren que B.
rubrifaciens pueden residir en el tejido vascular de
los arboles y permanecer latente hasta que un cam-
bio en las condiciones ambientales (como el estrés
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and Kluepfel, 2010). The symptoms of this disease
involve holes in the wood, deep and long cracks in
the trunk, a dark brown exudate filled with bacteriae
that flow from the cracks in branches, and deep
cankers. Internally, black lines and dark channels
are displayed in the bark of the walnut tree. Long
and deep ruptures can appear with a dark brown
to black color, and it exudates sap (SENASICA,
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hidrico) lo activen (McClean y Kluepfel, 2010).

TECNICAS DE DIAGNOSTICO
Técnicas tradicionales

Sintomas y signos. B. rubrifaciens presenta sinto-
mas tardios en arboles mayores a 15 afos de edad,
ocasionando una crénica disminucion de vigor
y rendimiento (McClean y Kluepfel, 2010). Los
sintomas de esta enfermedad involucran hoyos en
la madera, grietas profundas longitudinales en el
tronco, exudado color oscuro marrén cargado de
bacterias que fluyen de las grietas de las ramas y
cancro profundo. Internamente, se observa en el
cancro profundo de la corteza del nogal, lineas ne-
gras y zanjas obscuras. Ademas se pueden presen-
tar largas y profundas rupturas con un color café
marron a negro, y exuda savia (SENASICA, 2013;
Growing and protecting New Zeland, 2008; SA-
GARPA, Guia de sintomas de cancro profundo de
la corteza del nogal (Brenneria rubrifaciens); Mc-
Clean y Kluepfel, 2010).

Dworkin et al (2006) B. nigrifluens causa el can-
cro profundo en nogales ingleses. Mientras que, en
el manual de “Post-Entry Quarantine Testing” de
Nueva Zelanda en el 2008 sefala que B. nigrifluen
es responsable del cancro superficial de la corteza
del nogal y ocasiona necrosis en la corteza exterior
y manchas dispersas de exudado marron oscuro en
la corteza del arbol.

Otras especies de Brenneria como B. alni pro-
voca cancros en la corteza, ramas y troncos, asi
como exudados en grietas. B. quercina en robles
presenta sintomas similares. B. salicis es el agente
causal de la “enfermedad de marca de agua” en los
sauces, la cual reside dentro de los vasos del xilema
de los arboles infectados y provoca marchitez seca
con coloracién marrén de las hojas (Dworkin et al.,
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2013; Growing and protecting New Zealand, 2008;
SAGARPA, Guia de sintomas de cancro profundo
de la corteza del nogal (Brenneria rubrifaciens);
McClean and Kluepfel, 2010).

Dworkin et al (2006) B. nigrifluens causes deep
cankers in English walnuts. Meanwhile, the “Post-
Entry Quarantine Testing” 2008 manual from New
Zealand, indicates that B. nigrifluen is responsible
for surface canker of the bark of the walnut tree,
and it causes necrosis in the outer bark, as well as
disperse spots of brown exudate on the bark of the
tree.

Other Brenneria species such as B. alni causes
cankers on the bark, branches, and trunks, along
with exudates in cracks. B. quercina displays similar
symptoms in oak trees. B. salicis is the cause of the
“watermark disease” in willows, which resides in
the xylem vessels of the infected trees and causes
dry wilting with a brown color in leaves (Dworkin
et al., 20006).

Specific and differential media. These help
identify Brenneria according to the production
of specific metabolites. The media King B (KB)
is appropriate for the isolation of B. nigrifluens
and B. rubrifaciens from canker exudates. B.
rubrifaciens in media KB and YPGA (agar, yeast
extract, peptone, glucose, and soluble starch)
produces a characteristic pink pigment. In a KB
medium, after 48 hours of incubation at 26-28 °C,
B. rubrifaciens cultures grown in a circular fashion,
smooth, and with a light cream color (Biosca and
Lopez, 2012). The differentiation of Pseudomonas
species from Bremneria species, is achieved by
examining under ultraviolet light; in this way, B.
rubrifaciens produces a pink pigment, diffusible in
YDCA. The YPGA or YDCA media (yeast dextrose
carbonate agar) are used to isolate B. nigrifluens
and B. rubrifaciens, respectively (Loreti et al.,
2008; McClean et al., 2008, Biosca et al., 2008).
B. rubrifaciens produces a red pigment in YDCA
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2006).

Medios especificos y diferenciales. Permiten
identificar a Brenneria segin la produccion de
metabolitos especificos. El medio King B (KB) es
apropiado para el aislamiento de B. nigrifluens y
B. rubrifaciens a partir de exudados de cancros. B.
rubrifaciens en medios KB y YPGA (agar, extracto
de levadura, peptona, glucosa y almidon soluble)
produce un caracteristico pigmento rosa. En medio
KB, las colonias de B. rubrifaciens después de 48 h
de incubacion a 26-28 °C, crecen de forma circular,
lisa, de color crema claro (Biosca y Lopez, 2012).
La diferenciacion de especies de Pseudomonas de
especies de Brenneria, se logra tras la examinacion
con luz ultravioleta; asi B. rubrifaciens produce
un pigmento rosa difusible en YDCA. El medio
YPGA o el YDCA (agar dextrosa carbonato de cal-
cio extracto de levadura) se utilizan para aislar B.
nigrifluens y B. rubrifaciens, respectivamente (Lo-
reti et al., 2008; McClean et al., 2008, Biosca et al.,
2008). B. rubrifaciens produce un pigmento rojo en
YDCA Ilamado rubrifacina (SENASICA, 2013).

Brenneria sp. se caracteriza por su resistencia a
algunos antibidticos. McClean et al., (2006) evalud
11 antibiodticos que revelaron que B. rubrifaciens
es resistente a la eritromicina y novobiocina a una
concentracion de 10 mgL"' y 30 mgL"', respecti-
vamente. Por ello el uso de estos antibidticos en
el medio de cultivo hace posible la elaboracion de
medios semiselectivos para B. rubrifaciens. Ambos
antibidticos afectan la fisiologia bacteriana comiin-
mente, la eritromicina inhibe la sintesis de proteinas
y la novobiocina inhibe la enzima de enrollamiento
del ADN. Dichos antibioticos pueden ser afiadidos
a medios de cultivo como YDCA, 10 % TSA, LBA
0 M9 medio minimo para la elaboracién del medio
semiselectivo de B. rubrifaciens.

Aislamiento. Biosca ef al. (2008), obtuvieron ais-
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called rubrifaciens (SENASICA, 2013).

Brenneria sp. Displays a characteristic
resistance to some antibiotics. McClean et al
(2006) evaluated 11 antibiotics that revealed that
B. rubrifaciens is resistant to erythromycin and
novobiocin at a concentration of 10 mgL"' and
30 mgL"!, respectively. Due to this, the use of
these antibiotics in the culture medium helps create
semi-selective media for B. rubrifaciens. Both
antibiotics commonly affect bacterial physiology,
la erythromycin inhibits protein synthesis, and
novobiocin inhibits the DNA-coiling enzyme ADN.
Such antibiotics can be added to culture media
such as YDCA, 10% TSA, LBA, or minimum M9
medium for the elaboration of the semi-selective B.

Rubrifaciens medium.

Isolation. Biosca et al. (2008), obtained Brenneria
isolations from plant material (peridermis, cortical
parenchyma, exudates, and fruits). These isolations
were observed after 48 h of incubation at 26 °C
in a King B medium, supplemented or not with
cycloheximide (used to inhibit fungal growth).
The isolation can be obtained from the external
or internal canker or exudate tissue, the sample
can be taken from the edge between infected and
apparently healthy tissue (Biosca and Lopez,
2012). The tissue must be disinfected with sodium
hypochlorite and alcohol solutions and grinded in 5
mL of sterile PBS (8 g of NaCl; 0,2 g of KH,PO,;
1,15 g of Na,HPO,, 0,2 g of KCI, pH 7.2 by 1 liter
of distilled water) or sterile salt solution (SS)
(0,9 % of NaCl in distilled water, pH 7,0). Later,
the culture medium chosen in planted (Biosca and
Lopez, 2012; Charkhabi ez al., 2011). The optimum
temperature for the development of the bacteria in
culture media is 30 to 33 °C. Within this range and
with oxygen, the bacteria fluoresces and produces
a cream- to white-colored colony (SENASICA,
2013).
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lamientos de Brenneria de material vegetal (peri-
dermis, parénquima cortical, exudados y frutos).
Dichos aislamientos fueron observados tras 48 h de
incubacion a 26 °C en medio B de King suplemen-
tado o no con cicloheximida (utilizado para inhibir
el crecimiento de hongos). El aislamiento puede
ser obtenido a partir de tejido exterior o interior del
cancro y de exudados, la muestra se puede tomar
del borde entre parte de tejido enfermo y parte de
tejido aparentemente sano (Biosca y Lopez, 2012).
El tejido debe ser desinfectado con soluciones de
hipoclorito de sodio y alcohol y triturado en 5 mL
de PBS est¢ril (8 g de NaCl; 0,2 g de KH,PO,; 1,15 g
de Na,HPO,, 0,2 g de KCI, pH 7.2 por 1 litro de
agua destilada) o solucion salina estéril (SS) (0,9 %
de NaCl en agua destilada, pH 7,0). Posteriormente
se siembra el medio de cultivo seleccionado (Bios-
cay Lopez, 2012; Charkhabi et al., 2011). La tem-
peratura optima para el desarrollo de la bacteria en
medios de cultivo es de 30 a 33 °C. En este rango y
con oxigeno la bacteria fluoresce y produce colonia
crema a blanco (SENASICA, 2013).

Pruebas de patogenicidad. Arboles inoculados
artificialmente con B. migrifluens, han puesto de
manifiesto la dificultad de reproducir los chancros
observados en condiciones naturales (Biosca et al.,
2008). En el nogal de castilla Ménard et al., (2004)
comprobaron la patogenicidad de tres cepas, al ino-
cular con 10* UFC heridas de ramas de 7 afios de
edad. La cepa de referencia y agua fueron inocula-
das de manera similar como testigos. Dos y cinco
meses mas tarde, se observaron lesiones necroticas
en el interior de la corteza y lineas oscuras en la
madera interna, pero no cancros externos sobre los
arboles inoculados con las cepas locales y de refe-
rencia. Posteriormente, B. nigrifluens se reaisl6 de
las lineas oscuras en la madera interna hasta aproxi-
madamente 10 cm desde el punto de inoculacion.
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Pathogenicity tests. Trees artifically inoculated
with B. nigrifluens have shown the difficulty
of reproducing the cankers observed in natural
conditions (Biosca et al., 2008). In English
walnut trees, Ménard et al., (2004) showed the
pathogenicity of three strains, inoculating wounds
on 7-year old branches with 10® UFC. The
reference strain and water were inoculated in a
similar fashion as controls. Two and five months
later, necrotic lesions were observed inside the
bark, along with dark lines in the internal wood,
but no external cankers on the trees inoculated with
local and reference strains. Later, B. nigrifluens
was reisolated from the dark lines in the internal
wood up to approximately 10 cm from the point of
inoculation.

Biochemical techniques

Phenotypical characterization. Biosca, in the year
2008, carried out a phenotypical characterization
using the system API 20 E, API 20 NE, API 50
CH, API ZYM, the Biolog system and the analysis
of cellular fatty acids (Moretti et al., 2007).
Dworkin et al., (2006) carried out the diagnose for
conventional biochemical tests. Brenneria spp. are
Gram-negative bacteria, oxidase negative, catalase-
positive, fermative bacilli, 1.3 to 3 pm long by
0.5 to 1 pm wide (Hauben, 1998). Biochemically,
the species of Brenmeria are similar to Pantoea,
Pectobacterim, and Erwinia, since they produce
no arginine dehydrolase and cannot descarboxylate
amino acids such as ornithine and lysine.
Brenneria produces acids from the fermentation
of D-glucose, D-fructose, salicin, mannose, and
sucrose and produces no amylases. The majority of
species are sensitive to carbenicilin, cephalothin,
chloramphenicol, nalidixic acid and tetracycline,
and resistant to bacitracin, wrythomycin, and
gentamicin (Dworkin et al., 2006). The differential
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Técnicas bioquimicas

Caracterizacion fenotipica. Biosca en el 2008,
realizé la caracterizacion fenotipica por medio de
sistema API 20 E, API 20 NE, API 50 CH, API
ZYM, el sistema Biolog y el analisis de los aci-
dos grasos celulares (Moretti ef al., 2007). Dwor-
kin et al., (2006) llevaron a cabo el diagndstico por
pruebas bioquimicas convencionales. Brenneria
spp. son bacterias Gram-negativas, oxidasa nega-
tiva, catalasa-positiva, bacilos fermentivos de 1.3
a 3 pm de largo por 0.5 a 1 um de ancho (Hauben,
1998). Bioquimicamente, las especies de Brenne-
ria son similares a Pantoea, Pectobacterim'y Erwi-
nia debido a que no producen arginina dehidrolasa
y no pueden descarboxilar aminoacidos como la
ornitina y lisina. Brenneria produce acidos de la
fermentacion de D-glucosa, D-fructuosa, salicina,
manosa y sucrosa y no produce amilasas. La ma-
yoria de las especies son sensibles a carbenicilina,
cefalotina, cloranfenicol, acido nalidixico y tetraci-
clina, y resistente a bacitracina, eritromicina y gen-
tamicina (Dworkin et al., 2006). Las caracteristicas
diferenciales para clasificar especies del género se
muestran en el Cuadro 2.

De las especies de Brenneria, B. nigrifluens y B.
rubrifaciens son las principales causantes del can-
cro del nogal de castilla por lo que Biosca y Lopez
en el 2012 utilizaron un sistema API para sefalar
las diferencias bioquimicas de ambas especies. Los

characteristics for the classification of species in
the genus are shown in Table 2.

Out of the Brenneria species, B. nigrifluens and
B. rubrifaciens are the main causes of canker in
the English walnut tree, therefore in 2012, Biosca
and Lopez used an API system to point out the
biochemical differences between both species. The
results of the API test to indicate the differences
between B. nigrifluens and B. rubrifaciens are
shown in Table 3.

Serological techniques

No specific monoclonal antibodies are yet
available for B. nigrifluens and B. rubrifaciens.
Some antibodies have been evaluated but have
presented corssed reactions with other species of
Brenneria (Biosca and Lopez, 2012).

Molecular techniques

Among the molecular diagnose methods is the
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Poza-Carrion
et al., 2008; Frutos D, 2010). McClean et a/ (2008)
developed real time PCR techniques based on
the identification of B. rubrifaciens in inoculated
soil and leaves, although they did not identify
pure bacteria or infected samples. Prasad et al,
(2010) carried out the PCR technique to identify B.

Cuadro 2. Caracteristicas diferenciales entre especies de Brenneria (Dowrin et al., 2006; Hauben et al., 1998; Lelliott y Dickey,

1984).

Table 2. Differential characteristics between Brenneria species (Dowrin ef al., 2006; Hauben et al., 1998; Lelliott and Dickey, 1984).
Caracteristica B. alni  B. nigrifluens  B. paradisiaca  B. quercina  B. rubrifaciens  B. salicis
Indol - - + - - -
B-Galactosidasa - + + + + +
Degradacion de pectato - - + - + +
Produccién de acidos a partir de:
L-arabinosa + + + - + -
Rafinosa - + + - - +
Xilosa + + + - - -
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Cuadro 3. Fisiologia general y caracteristicas bioquimicas de cepas de B. nigrifluens
y B. rubrifluens (Biosca y Lopez, 2012).
Table 3. General physiology and biochemical characteristics of B. nigrifluens and B.
rubrifluens strains (Biosca and Lopez, 2012).

B. nigrifluens

B. rubrifaciens

Prueba NCPPB 5647 NCPPB 2020"
Tincion de Gram o KOH 3 % - -
Oxidasa - +
Catalasa + +
O/F +/+ +/+

Reduccion de nitrato
dihidrolasa arginina
Ureasa

Indol

Hidrolisis de esculina
Degradacion de pectato
B-galactosidasa
produccion de acido a partir de:
L-arabinosa

Rafinosa

Xilosa

Crecimiento a 36 °C
Crecimiento a 39 °C

+
+

+
]

+ + + +
1

* Resultados a partir de 48h de inoculacion a 26-28 °C / *Results after 48h of inocula-

tion at 26-28 °C.

resultados de la prueba API para senalar las dife-
rencias bioquimicas entre B. nigrifluens y B. rubri-
faciens se muestra en el Cuadro 3.

Técnicas seroldgicas

No estan disponibles aun anticuerpos mono-
clonales especificos para B. nigrifluens y B. rubri-
faciens. Algunos anticuerpos han sido evaluados
pero han presentado reacciones cruzados con otras
especies de Brenneria (Biosca y Lopez, 2012).

Técnicas moleculares
Dentro de los métodos moleculares de diagnos-
tico se encuentra la Reaccion en Cadena de la Poli-

merasa (PCR) (Poza-Carrion et al., 2008; Frutos D,
2010). McClean et al., (2008) desarrollaron técni-
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rubrifaciencies using the gene responsible for the
synthesis of rubrifaciens, the red pigment produced
by B. rubrifaciens, present in this species only, as
the author indicates. The pairs of indicators used
by Prasad (2010) were (a) BrAF and BrAR, which
correspond to the positions 33-54 and 548-569
of the gene B. rubrifaciens asparagine synthetase
(Genbank accession no. FJ205695) abd (b) 2BrIF y
2BrIR (see Table 4) (McClean and Kluepfel, 2009)
designed for the synthetase self-inducing gene
involved in the production of rubrifaciens, with
an expected size of amplicons from 536 to 671 pb.
The detection limit, according to work by Prasad et
al. (2010) was of~5 x 10%and 5 x 10* UFCmL"! (~5
bacterial cells per reaction) of bacterial suspension,
and ~5-50 pg total genomic DNA, respectively.
McClean et al (2006) described a pair of
primers, BR-1 and BR-3, that amplify a region of
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cas de PCR tiempo real, basado en la identificacion
en de B. rubrifaciens en suelo y hojas inoculadas,
sin embargo, no identificaron bacterias puras o de
muestras infectadas. Prasad et al. (2010) realizaron
la técnica PCR para la identificacion de B. rubrifa-
ciencies utilizando el gen responsable de la sinte-
sis del pigmento rojo rubrifacina producido por B.
rubrifaciens, presente solo en esta especie, segin
indica el autor. Los pares de iniciadores utilizados
por Prasad (2010) fueron (a) BrAF y BrAR los cua-
les corresponden a las posiciones 33-54 y 548-569
del gen B. rubrifaciens asparagina sintetasa (Gen-
bank accession no. FJ205695) y (b) 2BrIF y 2BrIR
(ver, cuadro 4) (McClean y Kluepfel, 2009) disena-
do para el gen autoinductor de sintetasa involucra-
dos en la produccioén de rubrifacina, con tamafio de
amplicones esperados de 536 a 671 pb. El limite de
deteccion segun el trabajo de Prasad et al., (2010)
fue de ~5 x 10>y 5 x 10* UFCmL™! (~5 células bac-
terianas por reaccion) de suspension bacteriana y
~5-50 pg ADN gendmico total, respectivamente.

McClean et al (2006) describié un par de ini-
ciadores, BR-1 y BR-3, que amplifican una regioén
de 409 pb de la secuencia 16S rDNA, los cuales
demostraron sensibilidad y especificidad para la
deteccion de B. rubrifaciens. Al utilizar estos ini-
ciadores en PCR-tiempo real es posible detectar
ocho unidades formadoras de colonia (UFC), con
limite de deteccion de 0.45 UFC. Ademas se puede
identificar Brenneria spp mediante analisis de se-
cuenciacion parcial del 16S rDNA (Biosca et al.,
2006). Los primers disefiados para B. nigrifluens y
B. rubrifaciens se resumen en el Cuadro 4 (Biosca
y Lopez, 2012).

Métodos cromatograficos
Brenneria asi como otros microorganismos, se

pueden identificar por la produccion de algunos
metabolitos, utilizando técnicas cromatograficas,
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409 pb of the sequence 16S rDNA, which displayed
sensitivity and specificity for the detection of B.
rubrifaciens. By using these primers in PCR-real
time, it is possible to detect eight colony-forming
units (UFC), with a limit of detection of 0.45
UFC. Also, it is possible to identify Brenneria spp
using partial sequencing analysis of the 16S rDNA
(Biosca et al., 2006). The primers designed for B.
nigrifluens and B. rubrifaciens are summarized in
Table 4 (Biosca and Lopez, 2012).

Chromatography methods

Brenneria and other microorganisms can be
identified by the production of some metabolyte,
using chromatography techniques,
comparing with standards can help identify
signs of a particular compound. Such is the case
of the study by McClean et al. in 2012, which
is based on the production of the red pigment
rubrifaciens and homoserine lactone acyl (HLA)
by strains of Brenneria. This author used HPLC
for B. rubrifaciens, which was cultivated in a
YDC medium at 28°C. Repeated extractions were
performed from the broths using ethyl acetate, and
were dried with nitrogen gas. The samples were
resuspended in 200 pL of 50 % methanol and
separated using a chromatography column C18 in
a reverse phase HPLC (with a methanol gradient
of 10 to 100 %, flow range of 1 mLmin", with a
duration of 70min), with the purpose of quantifying
total endogen AHLs; callibration curves were

in  which

carried out earlier.

Thin-layer chromatography, in which the ethanol
extracts (EtOAc) which contain AHLs of Brenneria
strains are run with 60:40 methanol-water in a thin-
layer chromatography chamber, comparing with
standards. This technique was described in 2012
by McClean, who describes the analysis by liquid
chromatography-mass spectrometry (LCMS) of

168



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Cuadro 4. Primers para Brenneria nigrifluens y Brenneria rubrifaciens.
Table 4. Primers for Brenneria nigrifluens and Brenneria rubrifaciens.

Primer Secuencia (5°-3”) Referencia

Fl CCTGCGCCATGTTGCCAGATCGCTAT Loreti et al., 2008

C3 ACCTGAGTAGCAGTTTCGACTATTT (B. nigrifluens)

BRI CAGCGGGAAGTAGCTTGCTACTTTGCCGG

BR3 TGAAAAAGTCTCTCTTAAACCTTTCC
GSPIF TAGTGTTGCATTAGCCGATTTAG McClean et al., 2008
GSPIR GCATTTAAAGACTATGTTTCCTG (B. rubrifaciens)
GSP2F CATTACTGTTTCTCCTCGCTAATG
GSP2R GATGTAAATTAGCCATACACGGAATG

BrAF ATGTACGCAGTCTCTATTTGG ,
BrAR CCATCAGCCTGAAATAACTCA MCCTIEzng If“?pfzeé’lf)ow’
2 BrlF CGGGATCCATGTTAGAAATATTCGATGTC 3 P If ; )
2BrIR ATCAGCTGTCAAGCCTCTTCCTTTTTG - rubrijaciens

en las que comparando con estandares se identifi-
can sefales de algiin compuesto en particular. Tal
es el caso del estudio de McClean ef al. en 2012, el
cual se basa en la produccion del pigmento rojo ru-
brifacine y acil-homoserina lactona (AHL) por ce-
pas de Brenneria. Dicho autor utilizo6 HPLC para B.
rubrifaciens, el cual fue cultivado en medio YDC
a 28 °C. De los caldos de cultivo se realizaron ex-
tracciones repetidas con acetato de etilo y fueron
secados con gas nitrogeno. Las muestras fueron
resuspendidas en 200 pL de 50 % metanol y sepa-
radas utilizando columna cromatografica C18 en
HPLC fase reversa (con gradiente de metanol de
10 a 100 %, rango de flujo de 1 mLmin™, con du-
racion de 70min), esto con el propdsito de cuantifi-
car AHLs endogena total. Realizando previamente
curvas de calibracion.

Cromatografia en capa delgada, en la cual los
extractos etandlicos (EtOAc) que contienen AHLs
de cepas de Brenneria son corridos con 60:40 me-
tanol-agua en una camara de cromatografia de capa
delgada, comparando con estandares. Dicha técni-
ca fue descrita por McClean en 2012. El mismo au-
tor, describe el analisis por cromatografia liquida-
espectroscopia de masas (LCMS) de los extractos
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the EtOAc extracts of B. rubrifaciens amd B.
nigrifluens in which these are diluted 1:5 before
the KCMS analysis. The spectres are acquired with
a mass spectrophotometry with an HPLC system
and a source of ionization atomizer, operatig in
positive ion mode. In this study, the mobile phase
contained 0.1 % formic acid in water (solvent A)
and 0.1 % formic acid in acetonitrile (solvent B).
Finally, the samples were separated with a C18
chromatography column using a linear gradient of
5 to 90 % solvent B/solvent A, with 60 min of flow
at a flow range of 200 mLmin™".

CONTROL

The Bremneria rubrifaciens control for the
English walnut tree outside of Mexico, since the
disease has not been found in the country, and in
consequence, no treatment or diagnose method
has been evaluated. The culrutal control may be
used, which involves maintaining the vigor of
the tree through cultural practices; particularly
water use del agua, using a tensometer to monitor
soil moisutre. Mechanical control by the removal
of infected tissue (branches, trunks) is not very
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EtOAc de B. rubrifaciens y B. nigrifluens en la que
estos son diluidos 1:5 previo al analisis LCMS.
Los espectros son adquiridos con espectrometro
de masas con un sistema HPLC y una fuente de un
atomizador de ionizacion, operando en el modo de
io6n positivo. En dicho estudio, la fase movil conte-
nia 0.1 % de acido formico en agua (solvente A) y
0.1 % de acido formico en acetonitrilo (solvente B).
Finalmente, las muestras se separaron con una co-
lumna cromatografica C18 utilizando un gradiente
lineal de 5 a 90 % solvente B/solvente A, con 60
min de flujo a un rango de flujo de 200 mLmin™".

CONTROL

El control de Brenneria rubrifaciens para el no-
gal de castilla fuera de México, ya que la enfer-
medad no se ha detectado en el pais y consecuen-
temente no se ha evaluado tratamiento, ni método
de diagnoéstico alguno. Puede utilizarse el control
cultural, que involucra mantener el vigor del arbol
a través de practicas culturales; en especial el ma-
nejo del agua, empleando tensiometros para moni-
torear la humedad del suelo. El control mecanico
por remocidn de tejido infectado (ramas, troncos)
no es muy recomendado porque deja vulnerable al
arbol y no elimina con efectividad al patégeno (SE-
NASICA, 2013).

CONCLUSION

Debido a la importancia de las enfermedades
ocasionadas por Brenneria spp. en plantas lefiosas,
el diagnoéstico oportuno es fundamental. Razén por
la que se han desarrollado diferentes métodos que
buscan que el diagnostico se lleve a cabo de una
manera mas eficiente, incluso en aquellos arboles
que no se presentan sintomas. Entre las técnicas
mas estudiadas para el diagnostico de Brenneria
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recommendable, since it leaves the tree vulnerable
and does not eliminate the pathogen effectively
(SENASICA, 2013).

CONCLUSION

Due to the importance of the diseases cuased by
Brenneria spp. in woody plants, a timely diagnose is
crucial, which is why different methods have been
developed that attempt to carry out a more efficient
diagnose, even in trees that present no symptoms.
Among the most widely used techniques for
diagnosing Brenneria spp. are biochemical tests,
the use of selective methods, molecular techniques,
serological techniques, and pathogenicity tests.
However, the method of choice will depend on
the resources available, the speed with which one
desires to obtain results, as well as the standardized
normativity and methodology of each country.
Most importantly, one should value the cost-benefit
that a timely diagnosis can bring at the end of the
production.

End of the English version ~~~~—~—

spp. se encuentran las pruebas bioquimicas, utili-
zacion de medios selectivos, técnicas molecula-
res, técnicas seroldgicas y de patogenicidad. Sin
embargo, la eleccion del método dependera de los
recursos con los que se cuentan, la rapidez con la
que se desean obtener los resultados, asi también
como de la normatividad y metodologias estanda-
rizadas de cada pais. Lo importante es valorar el
costo beneficio que el diagnostico oportuno puede
traer al final de la produccion.
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