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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) constituye uno de los alimentos fundamentales a escala
global, ocupando el cuarto puesto en produccion tras el arroz, el trigo y el maiz. Su cultivo,
distribuido en mas de 150 paises debido a su adaptabilidad y valor nutricional, se enfrenta a
numerosas adversidades. A nivel mundial, se registran mas de 70 enfermedades y desordenes
fisiologicos que causan dafos significativos, especialmente en los tubérculos. Entre
estos, Pectobacterium carotovorum destaca como un patdégeno primario, generando pérdidas
econdmicas cuantificadas entre 50 y 100 millones de dolares anuales a escala global. En
consecuencia, el propdsito de este estudio fue evaluar in vitro la eficacia inhibitoria de
diversos compuestos frente a P. carotovorum, empleando las técnicas de dilucion en caldo y
antibiograma. La inhibicion en la dilucién en caldo se cuantifico mediante el conteo de
unidades formadoras de colonias en camara de Neubauer. Para el antibiograma, se midi6 el
didmetro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano. Los datos resultantes fueron
analizados mediante un ANOVA y una prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0.05),
utilizando el software SAS version 9.0 para Windows. Se concluy6 que, en la técnica de
dilucion en caldo, el sulfato de cobre pentahidratado indujo la mayor reduccion bacteriana,
registrando la concentracion celular méas baja. En el antibiograma, la combinacion de
estreptomicina y oxitetraciclina generd el halo de inhibicion de mayor didmetro, demostrando

ser el tratamiento més eficaz para este método.

Palabras clave: Antibiograma, halo, dilucién en caldo, camara de neubauer
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1.- INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) tiene su procedencia en la zona de la vasta Cuenca del Lago
Titicaca, en el altiplano del Collao, situado entre Pert y Bolivia. En esta drea se disemina
cerca del 50% de las variedades salvajes de este tubérculo y ocho especies cultivadas (Pineda
& Hernandez, 2020). Constituye uno de los alimentos vegetales mas relevantes a nivel
planetario, posiciondndose como el cuarto en produccion total tras el arroz, el trigo y el maiz,
y su cultivo se realiza en mas de 150 naciones debido a su adaptabilidad y aporte nutricional

(FAO, 2025).

A nivel nacional, se siembra en multiples zonas de México, siendo uno de los cultivos mas
destacables por superficie y volumen generado, y aporta de manera sustancial al trabajo rural
y a la economia de muchas comunidades agricolas (Rebollar Rebollar, 2011). En 2024, el
volumen generado en México fue de aproximadamente 2,123,718 toneladas, obtenidas de
64,917 hectareas, con un rendimiento medio de 32.7 toneladas por hectarea. Los estados
lideres productores fueron Sonora (675,256 t), Sinaloa (474,637 t) y Estado de México
(170,743 t). El valor econdmico total fue de 20,258.1 millones de pesos (Blog Agricultura,
2024).

Su produccién se ve perjudicada por una amplia variedad de padecimientos y alteraciones
fisiologicas, con mas de 70 fisiopatias y enfermedades registradas; las cuales generan
deterioros graves, particularmente en los tubérculos. Estas dolencias se presentan mediante
tumores, maculas y descomposiciones en los tubérculos, los cuales pueden ser generados por

diversos agentes causales, como hongos, bacterias, nematodos y virus (Garcia-AVila, 2018).

Entre los perjuicios mas severos estan las descomposiciones y modificaciones en la piel de
los tubérculos, inducidas por bacterias y hongos. Estos agentes producen una sucesion de
enzimas tales como pectinasas, celulasas, xilanasas y proteasas, las cuales degradan las
paredes celulares del tubérculo, conduciendo a la licuefaccion del tejido y la posterior
necrosis celular. Las manifestaciones incluyen podredumbres secas o acuosas, alteraciones
de color en los tubérculos y la distintiva podredumbre anular, siendo estos efectos

ocasionados por hongos como Fusarium spp. y Verticillium spp., y bacterias como



Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pectobacterium carotovorum subsp.

atrosepticum y Ralstonia solanacearum (Garcia-Avila, 2018).

Pectobacterium carotovorum es uno de los patogenos primordiales que afectan a este cultivo,
ocasionando mermas econdmicas considerables que se calculan entre 50 y 100 millones de
dolares al afio a escala global. Esta afeccion es considerada la mas seria que impacta al
tubérculo, especialmente en la etapa posterior a la cosecha, durante su conservacion (Amaya
Guerrero et al., 2021). La podredumbre blanda sigue siendo un reto constante en la
produccion de hortalizas, de manera especial en este cultivo. Si se consiguiera establecer un
esquema eficaz para el manejo de este patdgeno, se obtendria un efecto considerable en la
sostenibilidad y en la disminucion de costos dentro de los sistemas de produccion.
Actualmente, no existen procedimientos para suprimir las bacterias responsables de las
podredumbres blandas en los tejidos infestados, lo cual supone que los productores no

disponen de un mecanismo para remediar las plantas afectadas (Hernandez et al., 2019).

Considerando el impacto desfavorable de las podredumbres blandas en la produccion de este
tubérculo, esta indagacion tiene como finalidad evaluar diferentes compuestos in vitro para

la supresion de Pectobacterium carotovorum.



2.1.

2.2.

2.- OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar, identificar y caracterizar la bacteria asociada a la pudricidon blanda en papa,
para evaluar in vitro la eficacia inhibitoria de diferentes moléculas como potenciales

agentes de control.

Objetivos Especificos

Identificar el agente causal de la pudricion blanda en el cultivo de papa.

Determinar el efecto in vitro de antibidticos o agroquimicos sobre el crecimiento de

Pectobacterium carotovorum.



3.- HIPOTESIS

3.1.  Hipotesis nula

Los productos evaluados no inhiben significativamente el crecimiento de Pectobacterium

carotovorum, bajo las condiciones in vitro.

3.2.  Hipotesis alterna

Al menos uno de los productos evaluados inhibe significativamente el crecimiento in vitro

de Pectobacterium carotovorum, bajo las condiciones del ensayo.



4.- REVISION DE LITERATURA

4.1. Origen y distribucion

La papa (Solanum tuberosum L.) es una especie cuyo génesis es americano, siendo asi
frecuente hallarla en extensas areas del continente, donde los labradores han concentrado sus
esfuerzos en su cultivo. No obstante, su trayectoria histérica sefiala que su epicentro de
domesticacion se situa en la cuenca del lago Titicaca (Bolivia-Peru) y el septentrion peruano,
con una antigliedad superior a los diez siglos. Su plasticidad agronémica se atribuye a su
tolerancia a variados regimenes térmicos, fotoperiodos, edaficos, entre otros factores

(Montaldo, 1984).

Lujan (1996), consigna que este tubérculo fue domesticado en Sudamérica, concretamente
en Bolivia, en la region interlicnica entre el Poop6 y el Titicaca, pese a que las evidencias
primigenias proceden del cafion de Chilca, con datacion de 10,500 afos, al sur de Lima, Pert.
Pese a la existencia de posturas disimiles sobre su procedencia, se infiere con certidumbre

que el altiplano peruano-boliviano constituye el foco originario de este pivotal cultivo.

4.2. Taxonomia

De acuerdo con Pineda & Hernandez (1996), la taxonomia de este es:
Reino: Plantae
Division: Magoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanéceas
Género: Solanum

Especie: S. tuberosum L.



4.3. Morfologia

La papa (Solanum tuberosum L.) constituye una planta anual, dicotiledonea, integrada en la
familia Solanaceae. Su morfologia vegetativa exhibe una talla promedio fluctuante entre 40
y 80 cm, determinada por el cultivar y las variables ecologicas. Su ciclo biologico abarca de
90 a 180 dias, siendo la antesis una fase conspicua, que comunmente se inicia alrededor del

dia 90 post-siembra y puede persistir por cerca de un mes. (INIA, 1982).

Los mismos autores reportan que el cultivo puede propagarse tanto de forma sexual como
asexual. La reproduccion sexual, mediante semilla botanica, se emplea principalmente con
fines de investigacion y mejoramiento genético, mientras que la reproduccion asexual, a
través de tubérculos, constituye el método predominante en los sistemas de produccion
comercial. Esta ultima forma de propagacion permite considerar a la papa como una especie

potencialmente perenne, aunque en la practica agricola se maneje como cultivo anual.

4.3.1. Raiz

La raiz representa una estructura hipogea primordial, cuya funcién cardinal es la captacion
de hidricos y solutos minerales. Su génesis procede de los nudos de tallos subterraneos,
conformando colectivamente un sistema radicular de naturaleza filamentosa. Este sistema
exhibe una considerable aptitud de propagacion, logrando profundidades de hasta 80 cm; las

raices se disponen desde la superficie edafica hasta el tubérculo seminal (Villanueva, 2017).

En el cultivo de la patata, el sistema radicular se compone de dos variedades: a) raices
fibrosas, dedicadas a la absorcion de agua y nutrimentos, asi como a la fijacion de la planta,
y b) raices de reserva, que constituyen raices laterales especializadas en el acopio de los

asimilados fotosintéticos. (Huaman, 1992).

4.3.2. Estolon

El estolon es la estructura desde la cual derivan los tubérculos, que equivalen a tallos
hipertrofiados y carnosos. En tallos y estolones, el tejido vascular exhibe inicialmente haces
bicolaterales, con agrupaciones de células del floema de pared delgada situadas tanto en la

zona externa del xilema como en su interior (Egusquiza, 2000).



Los estolones son tallos laterales que proliferan horizontalmente bajo la superficie edéfica,
procedentes de yemas situadas en la porcion hipogea del tallo principal. Un atributo relevante
es su longitud, que representa un cardcter varietal significativo. En las papas silvestres
predominan estolones extensos, en tanto que los programas de fitomejoramiento persiguen
obtener variedades con estolones breves. Los estolones pueden propiciar la generacion de
tubérculos mediante la hipertrofia del apice terminal; sin embargo, no todos los estolones
logran tuberizar. Cuando un estolon no esta cubierto por suelo, puede convertirse en un tallo

aéreo con desarrollo foliar ordinario. (Huaman, 1986).

4.3.3. Tubérculo

Los tubérculos son estructuras caulinares hipertrofiadas y suculentas, formadas en el 4pice
de los estolones y dotadas de yemas u ojos, que posibilitan la propagacion vegetativa del
organismo (Pumisacho & Sherwood, 2002). Estas adaptaciones del tallo operan como
organos de acopio, en los cuales se depositan principalmente almidon, glicidos y proteinas,
constituyentes fundamentales para la reproduccion y crecimiento del vegetal. Igualmente, los
tubérculos exhiben una considerable polimorfia en cuanto a dimensiones, morfologia y

pigmentacion, tanto de la epidermis como del parénquima interno. (Tapia & Fries, 2007).

4.3.4. Brote
El vastago emerge del ojo del tubérculo. Su tamafo y configuracion pueden diferir segun las
condiciones de conservacion del tubérculo previas. Tras la siembra, cada vastago se

desarrolla y genera un tallo autonomo de la planta. (Villanueva, 2017).

4.3.5. Tallos

La planta de papa exhibe tres categorias de tallos: un tallo aéreo, donde se insertan las hojas,
y dos estructuras caulinares hipogeas: los estolones y los tubérculos. El tallo principal se
genera a partir del vastago del tubérculo semilla, y desde sus yemas nodales se diferencian
los tallos secundarios. En contraste, el tallo estolonifero estd compuesto por brotes laterales

que brotan desde la base del tallo aéreo y proliferan bajo el suelo (Villanueva, 2017).

El aparato caulinar de la papa se constituye por tallos, estolones y tubérculos. Los individuos
derivados de semilla botanica desarrollan solo un tallo principal, mientras que aquellos
establecidos a través de tubérculos-semilla producen multiples tallos. Los tallos laterales son

ramificaciones que se originan a partir de los tallos primarios. (Inostroza, et al., 2009).



4,3,6, Hoja

El follaje de la papa exhibe una filotaxia alterna; las hojas iniciales son de morfologia simple,
sucedidas posteriormente por hojas compuestas imparipinnadas, constituidas por tres pares
de foliolos laterales y un foliolo terminal. Entre los foliolos laterales pueden observarse

foliolos de segundo orden (Morales, 2007).

Las hojas son compuestas, con aproximadamente 7 a 9 foliolos, y representan el principal
organo encargado de la captacion de energia luminica y la biosintesis de compuestos

energéticos, como glucidos y almidon, mediante la fotosintesis (Huaman, 1992).

4.3.7. Flor e inflorescencia
El pedunculo de la inflorescencia suele ramificarse en dos ejes primarios, los cuales a su vez

se subdividen, generando una inflorescencia de indole cimosa (Inostroza et al., 2009).

De las ramificaciones de la inflorescencia surgen los pedicelos, en cuyos apices se disponen
los calices. Cada pedicelo exhibe una zona de articulacion que faculta la desunion de la flor
o del fruto del tallo; esta articulacién puede mostrar pigmentacion en ciertos cultivares. Las
flores de la papa son hermafroditas, al poseer aparatos reproductores androginos, y cuentan
con los cuatro verticilos florales fundamentales: caliz, corola, estambres y pistilo. (Huaman,

1980).

4.3.8. Fruto y semillas

El fruto de la papa es una baya que se forma a partir del desarrollo del ovario y contiene en
su interior semillas sexuales aptas para generar nuevas plantas, las cuales pueden alcanzar
productividad satisfactoria bajo condiciones apropiadas de manejo (Villanueva, 2017). El
fruto puede exhibir una superficie pubescente o glabra y posee forma elongada, con un apice

ligeramente acuminado; al madurar adquiere una pigmentacion parda.

De acuerdo con Huaman (1986), cada fruto contiene entre una y cuatro semillas. Estas son
pequenas, de aproximadamente 3 mm, ligeramente comprimidas por un lado y convexas por
el otro, con una morfologia que puede ser irregular, angular o redondeada, y una coloracion
que varia de pardo a negra. El embridn y el endospermo estan protegidos por una testa gruesa,

rigida e impermeable, lo cual dificulta la germinacion y hace necesario aplicar escarificacion



mecanica o tratamientos quimicos. Las semillas carecen de periodo de latencia y pueden

mantener su viabilidad durante varios afios.

4.4. Importancia del cultivo

La explotacion agricola de la especie Solanum tuberosum L. conforma un pilar trascendental
de la produccion agraria planetaria, merced a su ubicuidad y relevancia en los esquemas de
provision alimentaria. Este cultivo se establece en una heterogeneidad conspicua de regiones
y condiciones atmosféricas, evidenciando su notable plasticidad ecologica y rendimiento
eficiente (FAO, 2023). Desde el angulo nutritivo, el tubérculo encarna una fuente
preponderante de energia, primordialmente por su tenor en hidratos de carbono, vitaminas y
oligoelementos esenciales para la nutricion humana (FAO, 2023). Su cometido adquiere
singular magnitud en 4reas donde las circunstancias ambientales constrifien el
desenvolvimiento de otros cultivos cardinales, erigiéndose como un recurso tactico para la

salubridad alimentaria (Villanueva, 2017).

4.5. Produccion en México

Conforme a datos del SIAP, la cosecha nacional de este tubérculo en México totalizd
1,757,523 toneladas, procedentes de 65,266 hectareas implantadas, con un rendimiento
medio de 26.9 toneladas por hectarea (SIAP, 2024). Las entidades de Sonora, Sinaloa,
Veracruz, Puebla y el Estado de México conglomeraron cerca del 86% de la produccion
agregada y el 76.3% del area cultivada. Colectivamente, estas jurisdicciones exhibieron un
rendimiento promedio de 26.4 ton/ha, sobresaliendo Sonora con el mayor (37.2 ton/ha) y el
Estado de México con el menor (14.1 ton/ha) (SIAP, 2024).
En el lapso enero-octubre, Sonora se erigidé como el principal productor, con 674,866
toneladas en 18,153 hectareas, logrando 37.2 ton/ha. Le sigui6 Sinaloa, con 474,648
toneladas en 13,724 hectareas, es decir, 34.6 ton/ha. Subsiguientemente se hallaron Veracruz,
con 143,530 toneladas en 6,054 hectareas (23.7 ton/ha); Puebla, con 134,380 toneladas en
5,955 hectareas; y el Estado de México, con 83,261 toneladas en 5,887 hectareas, esto es,

14.1 ton/ha (SIAP, 2024).

4.6. Plagas
El cultivo de la papa en México se ve influenciado por multiples insectos nocivos que inciden

de manera adversa en el desarrollo del vegetal, la productividad y la calidez del tubérculo.



La incidencia y gravedad de estas infestaciones guardan una estrecha vinculacién con
elementos climaticos, practicas de conduccion agronémica y atributos intrinsecos de las
zonas productoras. Los perjuicios causados pueden ser inmediatos, al menoscabar tejidos de
la planta, o mediatos, al propiciar la transmision de agentes patdgenos. Entre las primordiales

plagas asociadas al cultivo sobresalen las subsiguientes:

4.6.1. Polilla de 1a papa (Phthorimaea operculella)

La polilla de la papa constituye uno de los insectos de mayor trascendencia econdémica en
este cultivo. En su estadio larvario, ocasiona perjuicios sustanciales tanto en la fronda como
en los tubérculos, pues las larvas horadan los tejidos configurando galerias internas. Estas
afecciones merman el valor comercial del producto y propician procesos de putrefaccion
durante el almacenamiento, incrementando las mermas poscosecha (FAO, 2019;
SENASICA, 2021). Esta palomilla representa un inconveniente particularmente severo en el
acopio de tubérculos, donde puede generar deterioros considerables. En diversas
indagaciones efectuadas en naciones como Tlnez, Argelia y Turquia, se constatd que, sin un
manejo adecuado, esta plaga puede infestar hasta el 86% de los tubérculos almacenados
durante un trienio. Este deterioro es especialmente preocupante, dado que los tubérculos
pueden perder su aptitud, tornandolos impropios para el consumo o la transaccién comercial.

(Gobierno de México, 2021).

4.6.2. Pulgones (Myzus persicae y Macrosiphum euphorbiae)

Los afidos son hemipteros fitofagos que se nutren de la linfa vegetal, induciendo decaimiento
sistétmico y merma del vigor fotosintético. Su significancia epidemioldgica reside
primordialmente en su aptitud para fungir como vectores virales, incluyendo al PVY, el cual
puede propiciar mermas sustanciales en la productividad ante infecciones tempranas

(Villanueva, 2017; SIAP, 2022).

Ademas de los perjuicios por succion, estos insectos son agentes clave en la diseminacion de
patogenos virales, como el PVY y el PLRV. Dichos virus pueden ocasionar pérdidas cercanas
al 80% en el rendimiento, exacerbando el impacto econdmico. Las plantas infectadas no solo
ven reducida su produccion, sino que también pueden generar una tuberizacion de calidad

comercial comprometida, agravando el escenario (Carbonell & Briozzo, 1975).
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4.6.3. Gusanos cortadores (Agrotis spp)

Las larvas de lepiddpteros nocturnos (noctuidos) afectan primordialmente al cultivo en fases
juveniles, seccionando los tallos a ras de suelo. Este consumo provoca la muerte de plantulas
recién emergidas y genera mermas en la densidad poblacional, lo que afecta a la uniformidad
del cultivo y al rendimiento final, especialmente en agricultura de temporal (SENASICA,

2021).

El porcentaje de dafio tuberoso atribuible a esta plaga es altamente variable, condicionado
por las injerencias antropogénicas. Segun las condiciones del cultivo y las tacticas de control
implementadas, los perjuicios pueden oscilar entre un 5% y un 73% de los tubérculos.

(Mannan et al., 2004).

4.6.4. Paratrioza (Bactericera cockerelli)

La paratrioza (Bactericera cockerelli) es un hemiptero fitofago que succiona la linfa de
cultivos solanaceos como la papa, el tomate y el chile. Su accidén provoca dafio directo al
perforar los tejidos e inocular toxinas, generando un compromiso fisiolégico. Ademas, actua
como vector epidemiologico de fitoplasmas y bacterias, pudiendo desencadenar procesos

fisiopatologicos devastadores como la punta morada y el zebra chip. (Intagri, 2016).

4.7. Enfermedades causadas por hongos

4.7.1. Tizon tardio (Phytophthora infestans)

El tizon tardio de la papa, desencadenada por el oomiceto Phytophthora infestans, constituye
una de las dolencias mas devastadoras del cultivo a escala global, susceptible de acarrear
quebrantos pecuniarios que exceden varios millardos de délares anuales y lesionando hojas,

tallos y tubérculos de la plantacion ante una gestion inapropiada (Lamichhane, 2022).

4.7.2. TizOn temprano (Alternaria solani)

El tizén precoz aqueja primordialmente el aparato foliar de plantas de patata en estadios
fenoldgicos avanzados. Manifiesta con mayor recurrencia en contextos de elevada humedad
ambiental y temperaturas relativamente calidas. Los indicios sintomatologicos se distinguen

por manchas foliares pardo-oscuras con anillos concéntricos nitidamente demarcados y
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clorosis periférica, lo que merma la area fotosintética activa y puede incidir adversamente en
el rendimiento final del cultivo (Acufia, 2017). Esta patologia puede ocasionar mermas de
hasta el 30% en la produccion, derivado de una defoliacion prematura y una reduccion de la

actividad fotosintética, consecuencias cardinales de este mal fitosanitario (INIA Chile, 2025).

4.7.3. Costra negra o rhizoctoniasis (Rhizoctonia solani)

Esta afeccion edafica impacta estolones y tubérculos, generando deformaciones y costras
oscuras en la superficie de estos ultimos, lo que degrada su calidad comercial. En brotes
juveniles, puede inducir chancros y necrosis tisular, comprometiendo la emergenciay el vigor
vegetal. Su desarrollo se ve propiciado por la confluencia de suelos huimedos y temperaturas

moderadas (Acuifa, 2017).

Rhizoctonia solani es un patdégeno de relevancia que provoca la escorias negra en patata,
menoscabando sustancialmente la calidad y volumen productivo. En areas de cultivo, las
pérdidas oscilan entre aproximadamente un 5 % y un 34 %, conforme a datos compilados de
regiones donde el padecimiento es endémico y la presion del hongo esta presente tanto en el

suelo como en la semilla (Abo Akel, 2024).

4.8. Enfermedades causadas por bacterias

4.8.1. Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum)

Ralstonia solanacearum es una bacteria categorizada como bacilo Gram negativo, con
dimensiones cercanas a 0,5 % 1,5 um, lo que imposibilita su observacion directa sin auxilio
microscopico. El microorganismo presenta un flagelo polar tinico que le otorga motilidad, es
de metabolismo aerobio estricto y prolifera Optimamente en un rango térmico de 28 a 30 °C.

Se distingue ademas por su veloz multiplicacion en condiciones propicias (Agrios, 1997).

El sintoma primordial asociado a esta dolencia es la marchitez del follaje, semejante a la
inducida por estrés hidrico, pudiendo manifestarse en cualquier fase fenolodgica. Esta
condicion deriva de la oclusion del sistema vascular, originada por la acumulacion de
material mucilaginoso integrado por bacterias y desechos celulares procedentes de la
degradacion parietal, lo que interrumpe el transporte hidrico normal entreplanta (Acufa et

al., 2021)
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4.8.2. Pudricion blanda (Pectobacterium carotovorum)

La bacteria Pectobacterium  carotovorum, previamente taxonomizada bajo el
género Erwinia como E. carotovora subsp. carotovora, es un agente fitopatdogeno vinculado
a la putrefaccion blanda en plantas cultivadas. Esta afeccion presenta una amplia dispersion
en zonas de clima templado y subtropical, donde incide sobre multiples especies horticolas,
tales como achicoria (Cichorium intybus L.), pepino (Cucumis sativus L.), pimiento
(Capsicum annuum L.), zanahoria (Daucus carota L.) y patata (Solanum tuberosum L.); en
este ultimo, la putrefaccion blanda constituye una de las problematicas sanitarias mas severas
a escala global durante la fase poscosecha. El desarrollo de la patologia puede acontecer tanto
en el suelo, pre-recoleccion, como durante el almacenamiento de los tubérculos, siendo el
empleo de material de propagacion infectado uno de los factores principales en la
diseminacion del patégeno, dado que los tubérculos contaminados suelen deteriorarse con

posterioridad a la siembra (Reinoso et al., 2006).

4.9. Antecedentes de Pectobacterium

La putrefaccion blanda de etiologia bacteriana fue testimoniada inicialmente a los albores del
siglo XX. En 1901, la enfermedad fue avistada en cultivos de zanahoria, a partir de los cuales
se extrajo una bacteria fitopatogena que recibi6 la denominacion Bacillus carotovorus. Con
posterioridad, en 1902, el agente etioldgico de la dolencia conocida como pierna negra de la
papa fue identificado y designado Bacillus atrosepticus. Inicialmente, ambos
microorganismos fueron considerados especies disimiles, criterio fundamentado
primordialmente en su grado de virulencia y en la naturaleza del vegetal hospedante del cual

fueron obtenidos (Pasanen, 2020).

Estas indagaciones sentaron los cimientos para postular que las bacterias fitopatdgenas con
flagelos peritricos conformaran un nuevo género bacteriano. Dicha proposicion fue
presentada en 1917 por el Comité de la Sociedad de Bacteridlogos Estadounidenses, el cual
sugirié el apelativo Erwinia en honor al fitopatdlogo estadounidense Erwin F. Smith. El
género fue caracterizado por incluir bacterias patdégenas de plantas, con desarrollo colonial
de aspecto blanquecino y viscoso, generalmente anindolicas y con la aptitud de generar

acidos en medios especificos que contienen glicidos (Pasanen, 2020).
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La taxonomia del género Erwinia es enmarafiada y comprende varios grupos, entre los cuales
sobresale el grupo carotovora, que incluye a E. chrysanthemiy a las subespecies E.
carotovora subsp. carotovora 'y E. carotovora subsp. atroseptica. Estos procariontes fueron
ulteriormente reubicados dentro del género Pectobacterium; sin embargo, dicho apelativo no
ha recibido consenso unanime, por lo que la utilizacién de Erwinia perdura con frecuencia

en la literatura fitopatoldgica (Hauben et al., 1998)

Hauben y Swings (2015) describen la clasificacion taxondémica de Pectobacterium

carotovorum.
Dominio: Bacterias
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Pectobacterium

Especie: P. carotovorum

4.10. Caracterizacion del patogeno

Pectobacterium carotovorum es una Gram - de manera bacilar, movil y no esporulada, con
capacidad para degradar pectinas. Presenta flagelos peritricos y forma colonias de color
blanco cremoso en medios de cultivo. Su pared celular contiene lipopolisacaridos cuya
composicion variable permite su diferenciacion serologica. Diversas estructuras celulares,
como flagelos, pili y exopolisacaridos, participan en los procesos iniciales de infeccion y en

la expresion de su virulencia (Amaya-Guerrero et al., 2021).
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4.11. Sintomatologia

La infeccion de los tubérculos-semilla en las etapas iniciales posteriores a la siembra puede
provocar fallas en la brotacion, ya sea por la descomposicion del tubérculo madre o por la
contaminacion y muerte de los brotes jovenes antes o poco después de su emergencia. A lo
largo del desarrollo del cultivo, las bacterias pueden desplazarse desde el tubérculo-semilla
hacia el tallo, ocasionando su pudricion, asi como alcanzar los tubérculos formados
posteriormente a través de los estolones. En consecuencia, los sintomas pueden manifestarse

tanto en la planta como en los tubérculos, en cualquier fase de crecimiento (Van et al., 2021).

Cuadro 1. Descripcion de los principales términos asociados a las enfermedades de la papa
(Solanum tuberosum) ocasionadas por la podredumbre blanda causada por Erwinia

carotovora (Pérombelon & Kelman, 1987).

Término Descripcion
Falta de Se presenta cuando el tubérculo-semilla se descompone o cuando los
emergencia brotes mueren antes de emerger, impidiendo el establecimiento

inicial de la planta.

Esquirol o pierna  La infeccion se inicia en el tubérculo madre y progresa hacia el tallo.
negra Los sintomas incluyen pudricion basal de color oscuro, marchitez de
hojas y tallos, con o sin amarillamiento, y en etapas avanzadas puede

observarse un ahuecamiento del tallo.

Marchitez Ocurre el decaimiento de tallos y hojas, generalmente bajo
condiciones de temperatura elevada, sin que exista estrés hidrico ni

evidencia visible de pudricién del tallo.

Podredumbre del Se precisa por la aparicion de lesiones de color oscuro en el tallo,

tallo aéreo que no se originan en la zona de unién con el tubérculo-semilla.

Podredumbre Afecta principalmente a los tubérculos formados en plantas con
apical del estolon  sintomas de pierna negra, provocando necrosis de tonalidades

marrdn oscuro a negro.
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Podredumbre Se manifiesta como una descomposicion de textura blanda y aspecto
blanda del granular, con coloracion crema a parda; suele presentar un olor

tubérculo desagradable asociado al tejido afectado.

Podredumbre Consiste en lesiones hundidas y de color oscuro en las lenticelas
lenticular infectadas; en fases tempranas puede limitarse a sintomas secos y

firmes si la descomposicion se detiene.

4.12. Epidemiologia

El principal depdsito del patogeno en el cultivo es el tubérculo seminal infectado, el cual
puede albergar la bacteria de forma latente en lenticelas, lesiones o parénquima interno. La
dolencia se expresa cuando las condiciones ambientales propician su proliferacion,
especialmente en contextos de elevada humedad durante el almacenamiento. Al activarse, el
patogeno sintetiza enzimas que degradan la pared celular, induciendo la maceracion de los

tejidos y la necrosis celular (Charkowski, 2018).

La probabilidad de emergencia de la pudricion blanda depende de diversos factores, entre
ellos la carga bacteriana y su localizacion lenticelar, la presencia de lesiones, la senescencia
del tubérculo, la susceptibilidad varietal, asi como el contenido de calcio y el estado hidrico
tisular. Concomitantemente, el patdogeno puede diseminarse desde plantas infectadas
mediante insectos, o a través de aerosoles generados por el impacto pluvial, los cuales son
vehiculizados por el viento e infectan tejidos lesionados de plantas sanas. (Acuia et al.,

2021).

4.13. Métodos de control
4.13.1. Cultural

El control cultural configura una tactica cardinal en el manejo de Pectobacterium
carotovorum, bacteria fitopatdogena responsable de la putrefaccion blanda en diversos
cultivos de relevancia agricola. Este tipo de control se orienta primordialmente a mitigar los
focos de inoculo y modular las condiciones ambientales que propician el desarrollo del
patogeno, considerando que su erradicacion deviene compleja una vez establecida la

infeccion. (Amaya-Guerrero et al., 2021).
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Una de las practicas culturales mas importantes es el uso de material vegetal sano y
certificado, ya que P. carotovorum puede diseminarse a través de tubérculos o plantas
infectadas, facilitando la introduccion del patogeno al sistema de produccion. De igual forma,
se recomienda evitar las labores agricolas cuando las plantas se encuentran himedas, debido
a que la presencia de agua favorece la dispersion bacteriana por contacto mecanico entre

plantas, herramientas y operarios (ICA, 2018).

La rotacion de cultivos con especies no susceptibles coadyuva a mitigar el consorcio
bacteriano edafico. Aunque P. carotovorum puede subsistir en el ambiente por intervalos
prolongados, la alternancia de cultivos y el manejo idoéneo de los residuos fitosanitarios

atenuan la presion patogénica sobre los cultivos vulnerables (Toth ef al., 2003).

4.13.2. Quimico

La utilizacion de tratamientos quimicos para el control de Pectobacterium en el cultivo de
papa ha sido profusamente investigada. Entre los enfoques mas empleados se encuentran los
antibidticos, como la estreptomicina y la oxitetraciclina, aplicados para disminuir la
incidencia de dolencias como la putrefaccion blanda y la pierna negra. Algunas
investigaciones han demostrado que sumergir los propagulos en una mezcla de estos
antibioticos, o incluso en compuestos mercuriales, previamente a la siembra, contribuye a
reducir tanto la podredumbre en campo como el menoscabo de los tubérculos en poscosecha
(Bonde & de Souza, 1954; Czajkowski et al., 2011). Sin embargo, estudios recientes indican
que los tratamientos con estos antibioticos son cada vez mas restrictivos debido a la
emergencia de resistencias bacterianas, generando inquietud acerca de sus efectos adversos

en la salud y el ecosistema (Czajkowski et al., 2011).

Se han evaluado otros compuestos como el kasugamicin y la virginiamicina, que han
mostrado efectos positivos en la reduccion de la podredumbre blanda en los tubérculos. Sin
embargo, también se ha observado que estos tratamientos tienen una efectividad limitada, ya
que las bacterias se multiplican y propagan rapidamente una vez que la enfermedad se
establece, lo que dificulta el control, ademas de la incapacidad de los quimicos para penetrar
de manera efectiva en los tejidos internos de los tubérculos afectados (Czajkowski et al.,

2011).

17



4.13.2.1. Estreptomicina

Conforme a Kang et al. (2023), compuestos como la estreptomicina se han empleado durante
décadas para el control de fitopatologias bacterianas, circunstancia que ha propiciado la
emergencia de consorcios bacterianos resistentes. Este antibiotico es utilizado en el ambito
agricola para el manejo de dolencias bacterianas en cultivos. Su empleo mds notorio se
presenta en el control del tizon de fuego, una afeccion de elevada repercusion econdmica en
pomaceas como el manzano y el peral, cuyo agente causal es Erwinia amylovora. Debido a
la severidad de esta patologia y a la celeridad de su diseminacion en condiciones propicias,
la estreptomicina ha sido incorporada como una herramienta relevante dentro de los

programas de proteccion fitosanitaria (Rezzonico et al., 2009).

4.14.2.2. Sulfato de Cobre Pentahidratado

Este es un insumo de uso extendido en la agricultura. Ademas de su funcién nutricional, el
cobre le confiere un valor afiadido, al participar en la activacion de enzimas vinculadas a los

mecanismos de defensa vegetal frente a fitopatogenos (Fermagri, 2017).

Este compuesto esta integrado por cobre, azufre, oxigeno y moléculas de agua. En estado
natural se manifiesta como un solido cristalino de tonalidad azul. En el contexto agricola se
utiliza no solo como fertilizante, sino también como agente con propiedades pesticidas,

insecticidas y fungicidas, lo que explica su empleo generalizado (Stea, 2020).

Asimismo, su aplicacion se extiende a otros d&mbitos, como la reactivacion en procesos de
flotacion de minerales de zinc, la industria petrolera, la produccion de caucho sintético y
acero, el tratamiento de asfalto natural, la elaboraciéon de pigmentos ceramicos y ciertos

preparados de indole medicinal (Terralia, 2016)

4.13.2.3. Kasugamicina

La kasugamicina inhibe la formacion del complejo iniciador en el ribosoma 30S, evitando

que los componentes necesarios para la traduccion se ensamblen adecuadamente. Este medio
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previene el inicio de la sinterizacion de proteinas desde el comienzo, lo que resulta en la
incapacidad de la bacteria para producir proteinas esenciales para su supervivencia
(Okuyama et al., 1971). Xiong et al. (2025), utilizo la kasugamicina para controlar la
podredumbre blanda causada por bacterias del género Pectobacterium, incluyendo P.
aroidearum (un patogeno relacionado). Lo cual los resultados mostraron que la kasugamicina
inhibid el crecimiento bacteriano en cultivo y redujo la virulencia del patdgeno en plantas de

konjac.

4.13.3. Bioldgico

La regulacion bioldgica se concibe como una opcion eficiente y perdurable para el gobierno
de fitopatologias. Este planteamiento se fundamenta en el empleo de microorganismos
benéficos o de agentes de procedencia bioldgica que atentan la incidencia de patdgenos
mediante diversos mecanismos, como la sintesis de agentes antimicrobianos, la rivalidad por
nutrimentos y nicho, y la induccion de respuestas de resistencia sistémica en el huésped

(Doolotkeldieva et al., 2016).

Distintos microorganismos han sido valorados como agentes de regulacion bioldgica frente
a Pectobacterium carotovorum, entre ellos las rizobacterias promotoras del desarrollo
vegetal, especies fluorescentes del género Pseudomonas, bacterias endofitas y Bacillus
subtilis. Esta ultima ha evidenciado mayor eficiencia en la merma de la putrefaccion blanda
en tubérculos de papa, merced a su aptitud para formar endosporas que le confieren tolerancia
a condiciones desfavorables, asi como a la produccion de metabolitos antimicrobianos —
como lipopéptidos, antibidticos y bacteriocinas, que coadyuvan a la activacion de los

mecanismos de defensa vegetal (Abd El-Khair & Haggag, 2007; Gerayeli & Baghaee, 2018).

La regulacion bioldgica puede fundamentarse en la utilizacion de microorganismos que
constrifien el desarrollo de patégenos mediante la produccion de sustancias inhibitorias, la
competencia por recursos o la estimulacion de mecanismos defensivos en la planta
(Czajkowski et al., 2011). En este sentido, se ha demostrado que bacterias acidolacticas
inhiben a Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum mediante la generacion de
peroxido de hidrégeno, en tanto que microorganismos rizosféricos pueden reducir su
patogenicidad al interferir los sistemas de comunicacion celular del patdégeno. (Gerayeli &

Baghaee, 2018).
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4.14. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es un bacilo ubiquo del suelo ampliamente reconocido por su potencialidad
como agente de biocontrol en cultivos agricolas, incluyendo la papa. Su actividad antagonista
frente a bacterias fitopatogenas como Pectobacterium carotovorum, agente causal de la
putrefaccion blanda, se asocia primordialmente con la biosintesis de metabolitos
antimicrobianos, entre los que sobresalen lipopéptidos y otros compuestos bioactivos capaces

de inhibir el desarrollo de microorganismos patogenos (Caulier et al., 2019; Stein, 2005).

Adicionalmente a la antibiosis, B. subtilis puede constrefir el desarrollo de patoégenos
mediante la competencia por nutrimentos en la rizosfera y la produccion de siderdéforos, los
cuales merman la disponibilidad de hierro para bacterias fitopatdgenas. Asimismo, diversas
cepas poseen la capacidad de inducir mecanismos de defensa en las plantas, potenciando su
resiliencia frente a infecciones bacterianas. Estos mecanismos sinérgicos respaldan su
empleo como una alternativa sostenible dentro de los programas de manejo integrado de

fitopatologias bacterianas en el cultivo de papa (Gonzalez-Ledn et al., 2022).
4.15. Dilucion en caldo

La dilucién en caldo constituye una metodologia cuantitativa estandar empleada para valorar
la sensibilidad bacteriana frente a agentes antimicrobianos mediante la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Este procedimiento se fundamenta en la
exposicion controlada del indculo a diluciones seriadas del compuesto activo en un medio
liquido, permitiendo un anélisis objetivo de su capacidad para suprimir la proliferacion

microbiana (Clinical Microbiology and Infection, 2003).

La técnica de dilucion en caldo, particularmente en su modalidad de microdilucion, se utiliza
para establecer la CMI de antibidticos y otros agentes antimicrobianos frente a bacterias
fitopatdégenas. En este contexto, Shen et al. (2025) aplicaron dicha metodologia para
examinar la susceptibilidad de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum frente a

estreptomicina, carvacrol y su consorcio.

El método consiste en preparar series de diluciones del antimicrobiano en un caldo de cultivo
idoneo, las cuales son posteriormente inoculadas con una suspension bacteriana

estandarizada. Tras un periodo de incubacidon bajo condiciones controladas, se evalta el
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crecimiento microbiano. La CMI se define como la menor concentracion del agente donde
no se observa crecimiento macroscopico, convirtiendo a esta técnica en una herramienta
cardinal para los estudios de susceptibilidad antimicrobiana (Clinical Microbiology and

Infection, 2003).
4.16. Antibiograma

El antibiograma es una herramienta fundamental en microbiologia diagnoéstica, ya que
permite discernir la respuesta de los microorganismos frente a distintos agentes
antimicrobianos, determinando su sensibilidad o resistencia. Este procedimiento puede
ejecutarse utilizando medios de cultivo liquidos o s6lidos, en funcion de la estandarizacion

metodoldgica (Chapter, 1991).

Para cuantificar con precision el efecto de los antimicrobianos se emplean dos parametros
principales: la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion Bactericida
Minima (CBM) (Chapter, 1991). La CIM se define como la cantidad infima de un antibidtico
que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo bajo condiciones de laboratorio
estandarizadas. Por otro lado, la CBM se refiere a la menor concentracion del farmaco capaz
de erradicar una proporcion predeterminada del indculo bacteriano en un intervalo temporal

especifico.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion del Experimento
La caracterizacion e identificacion del patdégeno, asi como los ensayos, se ejecutaron en el
laboratorio de Fitopatologia situado en el Departamento de Parasitologia de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Saltillo, Coahuila.

5.2. Recoleccion del material

El acopio del fitomaterial, el cual exhibia una semiologia de putrefaccion blanda y trasudado,
se efectud en la localidad de Los Altos, perteneciente al municipio de Ayahualulco, Veracruz,
region emplazada en la zona montafiosa central del estado, en las coordenadas geogréficas
19.44688° N y 97.20232° O. Con posterioridad, las muestras se depositaron en una bolsa y
se trasladaron al laboratorio de fitopatologia de la universidad, en Saltillo, Coahuila, para su

respectivo escrutinio.

5.3. Aislamiento del patogeno

El aislamiento del agente etioldgico se realizd conforme a la metodologia descrita por Schaad
et al., (2001). Los tubérculos fueron lavados reiteradamente para eliminar los residuos de
tierra, acto seguido se seccionaron por la mitad para visibilizar las lesiones. Una vez
seccionado, se tomo una muestra del signo patognomoénico, aproximadamente 1 g,
procediendo a triturar el tejido con auxilio de una bolsa de maceracion. Con el triturado se
efectuaron diluciones escalonadas distribuidas en 10 tubos de ensayo con 9 mL de agua
destilada estéril. Se tom6 1 mL del triturado y se adicion6 al primer tubo, posteriormente se
tomo6 1 mL de la primera dilucion y se transfirid al segundo tubo; iterando este proceso hasta
la dilucion final. Subsiguientemente, el contenido de cada tubo se inoculd en una caja Petri
conteniendo medio de cultivo King B, mediante la técnica de siembra por espatula. Para ello,
se depositaron 100 uL de la muestra en el centro de cada caja utilizando una micropipeta. La
muestra fue posteriormente distribuida de manera homogénea sobre la superficie del medio,

empleando un esparcidor de vidrio estéril.
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5.3.1. Purificacion del patéogeno

Para la obtencion de cultivos puros, se llevo a cabo estria cruzada mediante el uso de un asa
bacteriologica. Se tomd una pequefia porcion de la muestra inicial y se realizaron
transferencias sucesivas en cajas Petri que contenian medio de cultivo King B, efectuandose
un total de diez repeticiones. Posteriormente, las cajas Petri fueron incubadas a una

temperatura de 26 + 2 °C hasta su posterior utilizacion.

5.4. Caracterizacion del patégeno

Para la caracterizacion morfoldgica de Pectobacterium carotovorum se realizaron diversas
pruebas bioquimicas. Estas incluyeron pruebas de identificacion preliminar con lectura
inmediata, pruebas rapidas con resultados obtenidos en menos de 5 horas y pruebas lentas,
cuya lectura se efectud entre las 24 y 72 horas; usadas en la metodologia segun Schaad ef al.

(2001) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Pruebas bioquimicas utilizadas para la caracterizacion morfologica de Erwinia

carotovora subsp. carotovora (Pectobacterium carotovorum).

Prueba Bioquimica Resultado Esperado

Tincion de Gram -

RYU

Catalasa

Oxidasa -

Levana -

Prueba O/F anaerobia facultativa
Arginina -
Motilidad

Crecimiento en 37°

+ o+ o+

Pudricion de papa
Hipersensibilidad al tabaco -

Hidrolisis de gelatina +
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Hidrolisis de Esculina +
Produccién de fosfatasa -
Produccion de Indol -
Produccion de acido de carbohidratos:

Lactosa

Melibiosa

Sorbitol -

Reduccion de sustancias de sacarosa -

5.4.1. Tincién de Gram

Sobre una ldmina purificada se depositd una lagrima de fluido incoloro. Inmediatamente, con
auxilio de un lazo de siembra, se obtuvo un espécimen del cultivo y se dispersod sobre el
soporte. Seguidamente, el frotis fue consolidado mediante termofijacion, evitando la
pirogenacion. Acto seguido, se impregnd con violeta de genciana por sesenta segundos. Tras
lavado con acueducto y eliminacion del remanente humedo, se anadi6 verdugo, permitiendo
su accion por igual periodo. Subsiguientemente, se procedié a la decoloracion utilizando
alcohol etilico al 95% por treinta segundos, repitiendo el lavado acuoso. Posteriormente, se
adiciono el cromoforo secundario de safranina por cuarenta y cinco segundos, se aclard con
agua y se sometio a desecacion. Ultimamente, la lamina fue sometida a escrutinio mediante

microscopia fotonica con amplificacion centenaria, empleando oleaje de inmersion.

5.4.2. Pruebade RY U

Sobre una lamina depurada se dispuso una lagrima de hidroxido potasico al tres por ciento.
Seguidamente, con un lazo de inoculacion, se obtuvo un espécimen de un cultivo reciente y
se disperso sobre el reactivo, elevando el instrumento para valorar la viscosidad. El criterio

de positividad radica en la generacion de un filamento glutinoso.
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5.4.3. Prueba de Catalasa

Para este ensayo se utilizo un cultivo microbiano de veinticuatro horas y peroxido de
hidrogeno al 3.5%. Una minima porcion del in6culo se amalgamo con una gota del reactivo
en una lamina limpia, atestiguandose la emergencia de efervescencia como indicativo de

actividad.

5.4.4. Prueba de Oxidasa

Para el ensayo oxidasico se empled un indculo de un dia. Con un anillo estéril se recogié una
fraccion del cultivo y se esparcid sobre una placa comercial conteniendo N,N,N'N'-
tetrametil-p-fenilendiamina dihidrocloruro. La lectura se efectué entre diez y treinta
segundos tras la siembra, considerandose positiva ante la apariciéon de una pigmentacioén

indigo intensa.

5.4.5. Prueba de Levana

Este procedimiento valoro la capacidad microbiana para sintetizar el polisacarido exocelular
levan a partir de sacarosa. Con un anillo estéril se tom6 una muestra de cada aislado y se
depositod sobre la superficie del medio especifico, mediante estrias cruzadas en forma de

puntos discretos.

Las placas se incubaron a 28 °C por veinticuatro a veintiocho horas, en posicion invertida.
Concluida la incubacion, se procedid a un escrutinio macroscopico de las colonias, evaluando

su relieve y textura.

La prueba se interpretd como positiva cuando las colonias exhibieron una morfologia

mucoide o pulvinada. La ausencia de dichos rasgos se consider6 un resultado negativo.
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5.4.6. Prueba de Oxidacion-Fermentacion

El sustrato Hugh y Leifson se confecciond utilizando caseinopeptona, halita (NaCl), fosfato
monopotasico (KH2POs), agar y timolsulfonaftaleina en una disolucion hidrica al uno por
ciento. Todos los constituyentes se amalgamaron homogéneamente en un recipiente de
borosilicato de 125 mL, posteriormente se calibrd el potencial hidrogenionico a 7.1 y el

medio se sometio a esterilizacion térmica humeda a 121 °C por veinte minutos.

De forma paralela, se prepar6 una solucion decimal de glucosa, la cual fue descontaminada
por tamizacion y luego incorporada al fundamento estéril. El compuesto resultante se

dispenso en cilindros de vidrio en alicuotas de 4.0 mL y se permiti6 su gelificacion.

Sucedido un lapso de incubacion de cuarenta y ocho horas, se inseminaron dos cilindros con
el fitopatdgeno. En uno se adicion6 un oleaje mineral tridecontaminado hasta un calado
cercano a 5 mm, mientras el segundo se conservé exento de este lipido. Adyacentemente, se
dispuso un tercer cilindro virgen como testigo. Finalmente, todos los tubos se termostataron

a 27 °Cy se escrutaron los desenlaces tras veinticuatro y cuarenta y ocho horas.

5.4.7. Prueba de Arginina

Partiendo de un in6culo previamente obtenido, se inseminaron dos de los tres cilindros con
sustrato gelificado para el ensayo de arginina deshidrolasa mediante perforacion. El tercer
cilindro permaneci6 sin inocular, empledndose como testigo negativo mediante la

introduccion de una varilla recta previamente flameada.

Seguidamente, se adicion6 aproximadamente 1 mL de oleaje mineral estéril a cada cilindro,
con el fin de establecer condiciones andxicas propicias para la actividad del complejo
catalitico. Concluyentemente, los tubos se incubaron a 28 °C durante setenta y dos horas para

permitir el desenvolvimiento de la reaccion enzimatica.
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5.4.8. Prueba de Motilidad

El sustrato nutritivo empleado para la ejecucion de este ensayo se confecciond partiendo de
peptona, concentrado carnico, halita, agar microbioldgico y liquido destilado. Los
compuestos se amalgamaron en un frasco de cuello estrecho con una capacidad definitiva de
100 mL y, subsiguientemente, se depuraron térmicamente en autoclave a 121 °C a lo largo

de un cuarto de hora.

Ulteriormente, se extrajo una porcion de una colonia microbiana con 24 horas de desarrollo
valiéndose de un ansa microbiologica estéril, con la cual se impregndé el sustrato
confeccionado. En conclusion, los tubos impregnados se mantuvieron en termostato a una
temperatura de 28 °C durante un ciclo de 24 horas para posibilitar la proliferacion

microbiana.

5.4.9. Analisis de Proliferacion a 37°

Para efectuar este andlisis se elabord un sustrato nutritivo Kings B, con los siguientes
compuestos: Peptona caseinica, Sulfato magnésico heptahidratado (MgSO.-7H-0), Fosfato
dipotasico (K-HPO4), Agar microbioldgico y Glicerina, en un frasco de cuello estrecho se
conglomeraron homogéneamente en 250 mL de liquido destilado y se depur6 térmicamente
a 121 °C por 15 min. Posteriormente se transfiri6 a placas Petri y se dejo solidificar. Se ubica
una placa Petri con sustrato en la estufa de incubacion durante 1 hora a la temperatura de 37
°C, transcurrido el lapso, se extrajo y se procedié a impregnar auxilidndose de un ansa
microbioldgica en la cabina de flujo unidireccional una minima porcion de nuestra colonia
microbiana juvenil, mediante la técnica de estria y se transfirid nuevamente a la estufa de

incubacion a la temperatura de 37 °C por 24 horas.
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5.4.10. Pudricion de papa

Los tubérculos de papa se lavaron meticulosamente para eliminar vestigios de tierra y
materias extrafias. Subsiguientemente, se descortezaron con un instrumento apropiado y se
seccionaron en rodajas con un espesor cercano de 5 a 7 mm.

Cada rodaja se posicion6 en una camara saturada de humedad dentro de una placa Petri, sobre
un papel absorbente estéril recortado en forma circular para cubrir el fondo de la placa. En la
porcion central de cada rebanada se efectud una lesion, en la cual se impregno el fitopatogeno
empleando un ansa microbioldgica. Adicionalmente, se reservo una rodaja sin impregnar

como control para el cotejo de los resultados.

5.4.11. Prueba de Hipersensibilidad al Tabaco

Se prepard una suspension microbiana con una concentracion cercana a 1 x 108 UFC/mL, la
cual fue calibrada mediante contraste con la escala de McFarland. Posteriormente, la

suspension se depositd en una jeringa estéril y se infiltrd en un ejemplar juvenil de tabaco.

5.4.12. Prueba de Hidrolisis de Gelatina

El sustrato nutritivo se formuld partiendo de peptona, halita (NaCl), concentrado cérnico,
gelatina, agar y liquido. Los constituyentes se integraron mediante calentamiento gradual
hasta conseguir una mezcla homogénea. Ulteriormente, el sustrato fue depurado
térmicamente en autoclave a 120 °C a lo largo de un periodo de 20 minutos. En conclusion,
se impregnd un microorganismo con 24 horas de desarrollo utilizando un ansa

microbioldgica, y los tubos se incubaron a 25 °C durante 24 horas.
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5.4.13. Hidrolisis de Esculina

Para la ejecucion del ensayo, se confeccioné un sustrato nutritivo constituido por esculina,
peptona, concentrado carnico, citrato férrico, bilis bovina y liquido destilado. Los
componentes se conglomeraron en un frasco de cuello estrecho que contenia 100 mL de
liquido destilado y subsiguientemente se calentd para propiciar la disolucion integra de los
reactivos. Una vez elaborado, el sustrato se depurd térmicamente en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Posteriormente, se dispensaron 5 mL en cada tubo, los cuales se
colocaron en posicion oblicua hasta su solidificacion. Una vez solidificado el sustrato, se
impregn6 uno de los tubos con una porcidon de una colonia microbiana juvenil, empleando
un ansa microbioldgica estéril bajo condiciones asépticas en una cabina de flujo
unidireccional. Un segundo tubo se conservd sin impregnar y se utilizd como control del
ensayo. Finalmente, los tubos se incubaron a una temperatura de 32 °C durante un ciclo de

24 horas, con el propdsito de valorar la reaccién microbiana en el sustrato preparado.

5.4.14. Generacion de Fosfatasa

Para la ejecucion de este ensayo, el sustrato nutritivo se formuld partiendo de agar nutritivo
y fenolftaleina. El agar nutritivo se disolvid en 100 mL de liquido destilado y ulteriormente
se depur6 térmicamente en autoclave.

De modo separado, se prepard una solucion de fenolftaleina al 0.05% empleando 5 mL de
liquido destilado en un tubo de ensayo. Esta solucion se incorpord al sustrato basal ya
depurado mediante filtracion. Acto seguido, el sustrato se distribuy6 en placas Petri y se dejo
solidificar. Una vez solidificado el sustrato, se tomd una porcioén de una colonia microbiana
juvenil, la cual se sembrd en las placas empleando la técnica de estria con un ansa

microbioldgica. En conclusion, las placas se incubaron durante 48 horas.
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5.4.15. Generacion de Indol

El sustrato nutritivo liquido se confeccion6 partiendo de triptona y L-triptofano,
posteriormente se distribuyd en tubos de ensayo en volumenes de 5 mL y se depurd
térmicamente en autoclave. Tras el proceso de depuracion térmica, los tubos fueron
impregnados con un microorganismo procedente de una colonia juvenil, utilizando un ansa

microbioldgica, y se incubaron a 28 °C.

5.4.16. Analisis de Produccion Acida a partir de Glicidos

Para la ejecucion del ensayo, se elabor6 un sustrato basal partiendo de caldo peptonado al
1% y puarpura de bromocresol, empleando 150 mL de liquido destilado. La mezcla se
homogeneizd y subsiguientemente se distribuy6 en tres frascos de cuello estrecho de 100
mL, los cuales fueron depurados térmicamente en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
De manera independiente, se prepararon soluciones de los glucidos melibiosa, sorbitol y
lactosa, disolviéndolos en 5 mL de liquido destilado en tubos de ensayo. Estas soluciones se
incorporaron a los frascos con el sustrato basal mediante filtracion.

Una vez suplementados los sustratos con los gliicidos correspondientes, se distribuyeron en
tubos de ensayo en volimenes de 5 mL. Finalmente, los tubos se impregnaron con una

porcién de una colonia microbiana juvenil y se incubaron durante 72 horas.

5.4.17. Andlisis de Reduccion de Sustancias a partir de Sacarosa

El sustrato nutritivo empleado en este ensayo se formul6 partiendo de peptona caseinica,
concentrado carnico y sacarosa. Estos componentes se disolvieron de manera uniforme en
100 mL de liquido destilado y ulteriormente el sustrato se distribuyd en tubos de ensayo con
un volumen de 5 mL cada uno. Los tubos fueron depurados térmicamente en autoclave a 121
°C durante 15 minutos.

Tras el enfriamiento del sustrato, se procedio a la impregnacion con una porcion proveniente
de una colonia microbiana juvenil. Subsiguientemente, los tubos se mantuvieron en agitacion

durante un ciclo de dos dias. La lectura de los resultados se efectud tras la adicidon del reactivo
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de Benedict, posteriormente los tubos se colocaron en un bafio termostatico a una temperatura

cercana de 95 a 100 °C.

5.5. Obtencion de Bacillus subtilis

Las esporas de Bacillus subtilis fueron proporcionadas en un matraz con capacidad de 500
mL. Para favorecer su multiplicacion, se prepararon 200 mL de caldo nutritivo en un matraz
separado, el cual fue esterilizado en autoclave.

Posteriormente, bajo condiciones asépticas en una camara de flujo laminar, el caldo nutritivo
se afiadi6 al matraz que contenia las esporas, con el fin de evitar contaminaciones.

Finalmente, el cultivo se mantuvo en agitacion continua durante un periodo de una semana.

5.6. Técnica de dilucion

La accion supresora se cuantifico mediante la metodologia de dilucion en bouillon. Para este
fin, se emplearon compuestos mercantiles, escogidos conforme a referencias bibliograficas,
para el manejo del procariota fitopatogeno. El procedimiento se ejecutd en cilindros de

prueba que contenian 10 mL de bouillon enriquecido (MCD LABS) cada uno.

Para cada tratamiento se evaluaron tres concentraciones (Cuadro 3), con 10 repeticiones por
concentracion, ademas de un testigo absoluto y un testigo del producto. Posteriormente, a
cada una de las 10 repeticiones se le inocularon 100 pL de la suspension bacteriana,

previamente ajustada a 1 x 10®* UFC/mL mediante la escala de McFarland.

El testigo del producto consistio en un tubo sin inoculacion bacteriana, mientras que el testigo
absoluto estuvo compuesto tinicamente por la suspension bacteriana en caldo nutritivo (MCD

LABS). Finalmente, todos los tubos se incubaron durante 24 horas.
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Cuadro 3. Dosis de productos evaluadas por tratamiento.

Tratamientos Designacion del LA Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Tratamiento
T1 Kasumin® Kasugamicina 825 uL 550 L 330 uL
T2 Ultramyl® 100 Estreptomicina 0.066¢g 0.044¢ 0.022¢g
+
Oxitetraciclina
T3 Sulfalcob 25® Sulfato de 1.65¢g 1.5g 0.825¢g
Cobre
Pentahidratado
T4 Kateme® Extracto de 2200 uL 1650 uL. 1100 uL
Larrea
tridentata
T5 B. subtilis - 2000 uL 1500 uL 1650 uL
Testigo Absoluto Caldo nutritivo+ P~ —-——-- ---- -—-- -—--

carotovorum

uL= Microlitros, g= Gramos

5.7. Técnica de antibiograma

Para la realizacion de este experimento, se utilizaron productos comerciales seleccionados
para el control de la bacteria fitopatogena, cajas de medio King B y discos estériles de papel

filtro Whatman nuiimero 2, con un diametro de 10 mm.

Las diferentes dosis de los productos (Cuadro 4) se disolvieron en 40 ml de agua destilada
estéril. Posteriormente, los discos fueron sumergidos en la solucion durante 2 horas, con el

objetivo de que se impregnaran adecuadamente con el quimico.

En condiciones de asepsia, se sembrd una suspension bacteriana, previamente ajustada a 1 x
108 UFC/mL utilizando la escala de McFarland, sobre toda la superficie de la placa, y
enseguida se colocé un disco impregnado con el producto quimico. Este procedimiento se
repitié para todos los tratamientos, lo que dio como resultado 6 repeticiones por tratamiento.

Finalmente, las placas se incubaron durante 24 horas.
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5.7.1. Tratamientos

Cuadro 4. Dosis de productos evaluadas por cada tratamiento.

Tratamiento Producto Ingrediente Dosis
Comercial Activo
T1 Kasumin® Kasugamicina 200 uL /40mL H>O
T2 Ultramyl® 100 Estreptomicina + 0.4g/40mL H>O
Ogxitetraciclina
T3 Sulfalcob 25® Sulfato de cobre 0.024g/40mL H>O
pentahidratado
Testigo Agua destilada 00 -——--- 40 mL

pL: Microlitros, g: Gramos

5.8. Conteo de individuos en Camara de Neubauer

Para la enumeracion de unidades se empled una réplica y el control absoluto de cada

posologia de las intervenciones. De cada una se captaron 1000 pL del espécimen, los cuales

se atenuaron en 9 mL de liquido. Subsiguientemente, se sustrajeron 100 puL de la atenuacion

con un instrumento de microaspiracion y se depositaron en la cubeta de Neubauer. Acto

seguido, la cubeta se inspeccion6 en un visor de lentes multiples y se ejecuto la cuantificacion

de unidades. Se aplico la ecuacion para adquirir UFC/mL.

N x 1000/0.02m’

Donde N, es el nimero de individuos contados por cuadro.
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5.9. Evaluacion de los tratamientos por experimento

5.9.1. Dilucidn en caldo

La represion de P. carotovorum se valoré mediante la enumeracion de unidades en la cubeta
de Neubauer. Los desenlaces obtenidos fueron subyugados a un escrutinio de variancia
(ANOVA) y examen de segregacion de promedios con el ensayo de Tukey al 0.05 de
trascendencia para develar disimilitudes relevantes entre intervenciones. Se empled el

programa informatico SAS edicion 9.0 para el sistema operativo Windows.

5.9.2. Antibiograma

Para el perfil, la valoracion se efectué mediante la mensuracion del didmetro de la aureola de
represion del crecimiento microbiano. Para el control, inicamente se consider6 la dimension
del disco como referente. Se obtuvieron representaciones digitales de los recipientes de
cultivo, las cuales fueron luego transferidas al programa Imagel.JS version 0.5.8. Esta
aplicacion posibilitd escudrifiar con exactitud las areas de supresion conformadas alrededor
de los discos embebidos con las sustancias quimicas, propiciando asi la cuantia del efecto
represor sobre la proliferacion microbiana. Posteriormente, los desenlaces fueron
subyugados a un escrutinio de variancia (ANOVA). Para el cotejo entre intervenciones, se
aplico un examen de segregacion de promedios mediante el ensayo de Tukey, con un umbral
de trascendencia de 0.05, con el fin de establecer disimilitudes relevantes entre las

intervenciones.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Aislamiento y caracterizacion macroscopica del agente causal de la pudricion
blanda en papa

Se obtuvieron procedencias microbianas desde tuberculos de Solanum tuberosum L., que
exhibian indicios manifiestos de descomposicion litica. Los tejidos dafiados evidenciaron una
pigmentacion oscilante entre color hueso y pardo claro, con una contextura mollar y
granulosa, sumada a un efluvio ofensivo. Tras veinticuatro horas de incubacién, las
congregaciones desarrolladas mostraron coloraciones albinas a beis, con una contextura
levemente mantecosa, conformacién asimétrica y relieve convexo. Igualmente, se
percibieron ulceraciones humedas, relucientes y de textura tersa, acompanadas de un efluvio
penetrante, vinculado a la accidon catalitica de los microbios aislados. Los atributos
macroscopicos constatados concuerdan con los referidos para Pectobacterium carotovorum

segun Schaad y colaboradores (2001).

6.2. Caracterizacion morfologica y bioquimica de P. carotovorum aislado de tubérculos
de papa

Para la determinacion de la procedencia microbiana se ejecutaron ensayos exploratorios, asi
como pruebas metabodlicas y fisiologicas. Estos procederes permitieron corroborar su
correspondencia con Pectobacterium carotovorum. Los desenlaces obtenidos para cada uno

de los exdmenes aplicados al fitopatdogeno se exhiben en el cuadro 5.

Cuadro 5. Resultados obtenidos en las pruebas empleadas para la caracterizacion de Erwinia

carotovora subsp. carotovora (Pectobacterium carotovorum), de acuerdo con lo descrito por

Schaad et al. (2001); Safrinet (2000).

Prueba Bioquimica Resultado Obtenido

Tincion de Gram -
RYU

Catalasa

Oxidasa -

Levana -
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Prueba O/F anaerobia facultativa
Arginina -
Motilidad

Crecimiento en 37°

+ o+ o+

Pudricion de papa

Hipersensibilidad al tabaco -

+

Hidrolisis de gelatina
Hidrolisis de esculina +
Produccién de fosfatasa -
Produccién de Indol -
Produccioén de acido de carbohidratos:
Lactosa +
Melibiosa +
Sorbitol -

Reduccion de sustancias de sacarosa -

6.2.1. Tincion de Gram

Al realizar la observacion en el microscopio Optico, se evidencio que la bacteria adquiria una
tonalidad rosada a rojiza y presentaba una morfologia de bacilos largos. Estos atributos
permiten catalogarla como un microorganismo con reaccion Gram negativa, dado que ostenta
una ldmina celular tenue y una envoltura externa, lo cual obstaculiza la retencion del
compuesto cromatico de violeta de genciana-yodo. Conforme a Fernandes (2016), los
microorganismos Gram negativos se distinguen por presentar un estrato fino de entramado
molecular de azucares y péptidos que no consigue fijar dicho compuesto durante el proceso
de coloracion, ocasionando la desaparicion de la pigmentacion violacea y favoreciendo la

infiltracion de la safranina, la cual impregna las unidades celulares de color escarlata.

6.2.2. Prueba de RYU

La caracterizacion del microorganismo se fundamento en el ensayo de solubilidad mediante

hidréxido de potasio, ejecutado sobre una muestra extendida. El desenlace fue afirmativo al
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detectarse una consistencia glicerinada que posibilitd la hebra de un hilo al retirar el asa del
soporte. Esta accion ocurre cuando el reactivo provoca la desintegracion de unidades con
envoltura celular fragil, permitiendo la emancipacion del material genético, el cual produce
una apariencia gelatinosa. Conforme a la Direccion General de Sanidad Vegetal y el Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria (2013), la manifestacion de dicho hilo es tipica de
microorganismos Gram negativos, en tanto que la falta de glicerosidad se asocia a aquellos

Gram positivos.

6.2.3. Catalasa

El escrutinio bioquimico develd que el ente posee facultad catalasa, lo cual se corrobor6 al
interactuar con peroxido de hidrégeno dispuesto sobre el espécimen. El fenomeno se
exteriorizd mediante la produccion perceptible de oxigeno en figura de efervescencia,
consecuencia de la degradacion del H2O: inducida por dicho biocatalizador. Esta conducta
se alinea con lo consignado por Aguilar et al. (2021), quienes registraron que las colonias
pertenecientes al género Pectobacterium exhiben invariablemente una reaccion afirmativa

al ensayo de catalasa, discernible como una ebullicion tras la incorporacion del compuesto.

6.2.4. Oxidasa

La lectura de la prueba se realizoé dentro de un intervalo de 10 a 30 segundos posteriores a la
aplicacion de la muestra. Una reaccion positiva se reconoce por la aparicion rapida de una
coloracion azul violdcea intensa en menos de 10 segundos. No obstante, en el andlisis
correspondiente a Pectobacterium no se observd ninguna modificacion cromatica al
depositar el cultivo en la placa reactiva, lo que confirma un resultado negativo y evidencia la
ausencia de la enzima citocromo oxidasa. Segun lo sefialado por Apolinario (2018), la prueba
de oxidasa constituye una herramienta diagndstica empleada para identificar la capacidad de
las bacterias de sintetizar citocromo C oxidasa. En este contexto, los géneros Pectobacterium
y Dickeya (anteriormente clasificadas como Erwinia) se caracterizan por presentar especies
oxidasas negativas, ya que su metabolismo anaerobio impide la actividad de dicha enzima,
limitando su desarrollo en existencia de oxigeno y la creacion de un sistema funcional de

citocromo oxidasa.
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6.2.5. Levana

Tras el periodo de incubacion, se evaluaron los medios y se observo que no hubo crecimiento
convexo mucoide de las colonias. Ustun et al. (2016) reportaron resultados similares y
explicaron que Pectobacterium carotovorum da negativo en la prueba de produccion de levan
en pruebas bioquimicas estdndar. Segun los autores, esta bacteria no produce levansucrasa,

la enzima responsable de la sintesis de levan, un polimero de fructosa derivado de la sacarosa.

6.2.6. Oxidacion/Fermentacion

Tras un periodo de incubacion de 48 horas, se evalud el comportamiento metabolico de la
bacteria en los distintos tubos de ensayo. El tubo control permaneci6é sin modificaciones
visibles en su coloracién, mientras que aquellos incubados tanto en condiciones aerobias
como anaerobias presentaron un cambio cromatico de azul a amarillo. Esta variacion se
explica por la utilizacion de carbohidratos por parte del microorganismo, lo que genera
productos acidos que alteran el pH del medio, evidenciando una respuesta positiva

caracteristica de bacterias con metabolismo anaerobio facultativo.

Estudios previos realizados por Garcia-Estrada et al. (2000) describieron resultados similares
al analizar dos cepas bacterianas (A y B) asociadas al género Erwinia. En su investigacion,
la prueba de oxidacion-fermentacion permitid diferenciar los tipos metabdlicos, donde la
coloracion amarilla indicd actividad metabdlica y el color azul correspondié a los tubos
control. En particular, la cepa A mostrd un patrén de metabolismo oxidativo-fermentativo de

la glucosa.

6.2.7. Arginina

Después de completar el tiempo de incubacion, se procedid a la evaluacion de la prueba. No
se observd ningiin cambio en la coloracion del medio, lo que sugiere que no se produjo
arginina dihidrolasa. Segun Ustun ef al. (2016), reporto resultados parentescos y explico a

que se debia este resultado, debido a que esta bacteria no sintetiza la enzima arginina
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dihidrolasa. Esta enzima es la encargada de transformar la arginina en citrulina y amonio. La
ausencia de esta enzima en P. carotovorum es lo que causa el resultado negativo en la prueba.
Este comportamiento es caracteristico de esta especie y se emplea como un criterio para
diferenciar P. carotovorum de otras especies en pruebas bioquimicas estandar como el API
20E. Este rasgo ha sido registrado como parte del perfil diagnostico de P. carotovorum en

varios estudios microbioldgicos.

6.2.8. Motilidad

Después de realizar la inoculacion del patégeno y su incubacion, se observo la reaccion de la
bacteria. A las 24 horas, se evidencio su movilidad en el medio, lo que permitié confirmar un
resultado positivo en la prueba de motilidad. Li ef al. (2019) reportaron resultados similares
e indicaron que Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum presenta un resultado
positivo en la prueba bioquimica de motilidad debido a la presencia de flagelos dispuestos
peritriquicamente, que posibilitan el desplazamiento de la bacteria a través de medios
semisolidos. Los autores sefialaron que esta organizacion de flagelos le otorga a P
carotovorum la capacidad de moverse hacia areas donde puede penetrar y propagarse en los
tejidos vegetales. Ademas, la motilidad contribuye a la virulencia de la bacteria, facilitando

su adherencia a superficies y la formacion de biofilms.

6.2.9. Crecimiento en 37°C

Transcurrido el tiempo de incubacion, se pudieron apreciar colonias de Pectobacterium
carotovorum desarrolladas sobre el medio de cultivo, las cuales presentaron una coloracion
beige, aspecto humedo y brillante, con bordes generalmente lisos y una consistencia suave.
Estas caracteristicas macroscopicas son concordantes con lo descrito para bacterias del
género Pectobacterium, conocidas por formar colonias cremosas y ligeramente elevadas
debido a su capacidad de producir enzimas pectinoliticas. En este sentido, Diarra ef al. (2011)
indico resultados similares y documentaron que aislamientos de P. carotovorum subsp.
Carotovorum lograron crecer en agar nutritivo incubado a 37 °C, empleando esta

caracteristica como un criterio complementario en la identificacion fenotipica de la bacteria.
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6.2.10. Pudricién de papa

A las 24 horas posteriores a la inoculacion, se registraron manifestaciones evidentes de la
actividad bacteriana en las rodajas de papa inoculadas. Estas presentaron una coloracién
blanquecina a beige, una textura cremosa y un olor desagradable, caracteristicas asociadas
con el desarrollo de pudricion blanda. En contraste, las rodajas utilizadas como testigo no
mostraron alteraciones visibles ni signos de deterioro del tejido. De acuerdo con los
resultados que reportado por Torres-Bojorquez et al. (2016), la prueba de inoculacion en
rodajas de papa constituye un método confiable para evaluar la patogenicidad bacteriana.
Asimismo, los autores sefialan que esta técnica permite la identificacion y clasificacion de
bacterias fitopatdgenas, debido a su capacidad para producir enzimas pectoliticas
responsables de la maceracion del tejido parenquimatoso y la consecuente pérdida de la

integridad estructural del hospedante.

6.2.11. Hipersensibilidad al tabaco

Tras la inoculacion de la suspension bacteriana en hojas de tabaco, no se evidenciaron signos
visibles de reaccién de hipersensibilidad ni alteraciones en el tejido vegetal. Unicamente se
observaron pequenas lesiones mecanicas en los puntos donde se produjo el contacto con la
aguja durante el procedimiento. Esta conducta se armoniza con lo consignado por Glasner et
al. (2008), quienes evidenciaron que linajes de Pectobacterium carotovorum adolecen de un
mecanismo de excrecion clase III operativo, resultando imprescindible para desencadenar la

reaccion de hipersensibilidad en vegetales ajenos a la hospederia.

6.2.12. Hidrolisis de gelatina

Después de 24 horas de incubacion, se observo que el medio perdid su consistencia,
evidenciado por la licuacion de la gelatina, lo que confirma un resultado positivo en la prueba.
Este fendmeno se debe a la capacidad de Pectobacterium carotovorum para producir enzimas
que descomponen proteinas, las cuales son responsables de romper la gelatina. Segtin Barrios
(2015) demostraron en sus resultados de sus pruebas que realizaron y reportaron que los

microorganismos que muestran una hidrdlisis positiva de gelatina son aquellos que producen
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gelatinasas, enzimas proteoliticas que convierten el medio sdlido en liquido. De manera
similar, Victoria & Barros (1969) reportaron, en experimentos con E. carotovorum, un
crecimiento bacteriano filiforme acompafiado de la licuacion del sustrato entre el segundo y

tercer dia de incubacidn.

6.2.13. Hidrolisis de esculina

Se realizo la evaluacion de la prueba y se observo un cambio de coloracion en el medio,
pasando de color claro a negro, en contraste con el color de su testigo, lo que indica un
resultado positivo. Eshghpour, (2018) reporto resultados similares que en la caracterizacion
bioquimica de Pectobacterium carotovorum, se ha observado que este patdgeno puede dar
resultado positivo en la prueba de hidrolisis de esculina como parte de su perfil metabdlico.
De acuerdo con Sapkota, (2022) la esculetina liberada se combina con iones férricos
presentes en el medio, formando un complejo marron-negro visible, lo que indica un

resultado positivo.

6.2.14. Produccioén de fosfatasa

Tras la incubacion y crecimiento de la bacteria, fue agregado hidroxido de amonio para la
lectura, lo cual no hubo coloracion, lo cual la bacteria no produce fosfatasa. De acuerdo con
los resultados de Andrade et al. (2020), los aislamientos de Pectobacterium carotovorum
presentan de manera consistente resultados negativos en la prueba bioquimica de fosfatasa,
lo cual se emplea como un criterio adicional para su identificacion y diferenciacion de otros
fitopatdgenos bacterianos. Este comportamiento se explica por el tipo de metabolismo de la
bacteria, el cual estd principalmente dirigido a la produccion de enzimas pectinoliticas
involucradas en la degradacion de tejidos vegetales, mas que a la sintesis de fosfatasas

detectables mediante pruebas bioquimicas convencionales.
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6.2.15. Produccion de indol

La lectura de la prueba se realizo después de un periodo de incubacion de 48 horas. Durante
la evaluacion no se observd la aparicion de una coloracion roja o rojiza en la superficie del
medio, lo que indic6 un resultado negativo. Este comportamiento sugiere que el
microorganismo evaluado no produjo indol a partir del triptofano. Apolinario (2018), a partir
del analisis de diversas pruebas bioquimicas, reportd que los aislamientos pertenecientes al
género Dickeya presentan resultados positivos para la prueba de indol, a diferencia de las
especies del género Pectobacterium, las cuales no manifiestan dicha reacciéon. De manera
similar, Tolga et al. (2019) documentaron que Pectobacterium carotovorum subsp.
Carotovorum mostrd una respuesta negativa en esta prueba. Esto gracias a sus resultados
similares que obtuvieron. En términos generales, la aparicion de un anillo rojo en la zona
superior del tubo evidencia la presencia de indol, mientras que una tonalidad amarillenta
indica la ausencia de este compuesto; la coloracién observada se origina por la reaccion de

los pirroles contenidos en el indol.

6.2.16. Produccidn de acido de carbohidratos

Tras una semana de incubacion, los medios que contenian melibiosa y lactosa evidenciaron
un viraje cromatico hacia tonalidades que oscilaron entre pirpura y rojo anaranjado, mientras
que el sustrato con sorbitol permanecié sin modificaciones visibles. Este comportamiento
indica que el microorganismo logré desarrollarse y utilizar ciertos carbohidratos como fuente
metabolica, produciendo compuestos acidos que alteraron el pH del medio. Dicho cambio
fue detectado mediante el indicador purpura de bromocresol, el cual responde a la
acidificacion del entorno. Resultados similares fueron reportados por Luna-Rodriguez et al.
(2009) en su estudio sobre enterobacterias relacionadas fenotipicamente con Pectobacterium
chrysanthemi y P. carotovorum subsp. Carotovorum, asociadas a pudriciones blandas en
Cucurbita pepo, donde la capacidad de fermentar lactosa y generar acido resulto clave para

diferenciar y clasificar la variabilidad entre los aislamientos analizados.
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6.2.17. Reduccidn de sustancias de sacarosa

Tras ponerla a bafio maria y agregarle el reactivo de Benedict, no hubo cambios de coloracién
en el medio. De acuerdo con sus resultados similares de Silva et al. (2020), la prueba de
reduccién de sustancias a partir de sacarosa no es un rasgo bioquimico constante dentro de
las especies del género Pectobacterium. En los resultados obtenidos, la mayoria de las cepas
evaluadas no redujeron sustancias a partir de sacarosa, aun cuando cumplian con otros
criterios fenotipicos tipicos del género, como ser Gram negativas, fermentativas, catalasas

positivas y oxidasas negativas.

6.3. Resultados de evaluacion de productos mediante la técnica de dilucion en caldo

Seglin el andlisis de varianza realizado en la evaluacion de los tratamientos mediante la
técnica de dilucion en caldo, se evidencid una diferencia altamente significativa (P <0.0001)
(Cuadro 6. Ver en Anexos). De acuerdo con la Figura 2. El tratamiento Testigo present6 la
mayor concentracion bacteriana 6.3 x 10 UFC/mL, ubicandose en un grupo estadisticamente
independiente (letra D), lo que confirma la ausencia de efecto inhibitorio y lo diferencia

significativamente de todos los tratamientos evaluados.

Los tratamientos T1 (Kasugamicina) y T3 (Sulfato de cobre pentahidratado) mostraron las
menores medias las cuales son 1.8 x 10° y 1.4 x 10° UFC/mL, sin mostrar diferencia
significativa entre ellos. Esto indica que ambos tratamientos lograron la mayor reduccion
bacteriana y no presentaron diferencias significativas entre si, pero si respecto a los demas

tratamientos y al testigo.

Pavitra et al., (2025) reportaron resultados similares, coincidiendo en que los antibidticos y
los compuestos cupricos presentan una elevada actividad antibacteriana contra este
fitopatdgeno en condiciones in vitro. En su estudio, evaluaron kasugamicina, validamicina,
plantamicina, frente a Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, observando que la
kasugamicina y los compuestos a base de cobre generaron una inhibicién del 70% en

comparacion con los controles.
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El T2 (Estreptomicina + Oxitetraciclina) y T4 (Extracto de Larrea tridentata (gobernadora)
obtuvieron una media en la concentracion bacteriana de 3.1 x 10°y 3.4 x 10° UFC/mL, lo
que indica que su efecto inhibitorio fue intermedio. Ambos tratamientos redujeron
significativamente la carga bacteriana en comparacion con el testigo, aunque en menor

magnitud que T1 y T3.

Resultados similares publicados por Nguyen Trung Vu et al., (2022) reportaron que la
estreptomicina ha sido utilizada histéricamente para el control de la pudricion blanda; sin
embargo, su accion frente a P. carotovorum no es uniforme, ya que distintas cepas presentan
desde susceptibilidad clara hasta respuestas parciales o reducidas, incluso a concentraciones
equivalentes a las recomendadas comercialmente. Esta variabilidad limita su capacidad de
lograr una inhibicion completa del patdégeno, lo que coincide con el efecto moderado

evidenciado en T2.

De manera similar, el tratamiento T4 mostr6é una reduccion parcial de la carga bacteriana,
como los resultados reportados por Morales-Ubaldo et al., (2021), quienes evaluaron el
extracto de L. tridentata frente a bacterias fitopatdogenas como Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestris, observando una
actividad antibacteriana dependiente del tipo de extracto y, en general, de potencia moderada,
al requerir concentraciones elevadas para lograr inhibicion. En conjunto, estos antecedentes
permiten interpretar que tanto los antibidticos como los extractos botanicos pueden disminuir
significativamente la poblacion bacteriana sin alcanzar un control total, lo que justifica la

similitud estadistica y el nivel de eficacia intermedia observado en los tratamientos T2 y T4.

Por su parte, Bacillus subtilis (T5) presentd un valor promedio de 4.2 x 10° UFC/mL,
mostrando el menor efecto inhibitorio en el estudio, pero aun significativamente distinto del
testigo. Resultados similares reportados por Feng ef al. (2024), donde se analizo el uso de
Bacillus subtilis frente a la pudricion blanda ocasionada por Pectobacterium carotovorum,
se evidenci6 que la eficacia del control estuvo directamente relacionada con la concentracion
aplicada del agente biocontrolador. También reportaron que tanto el tratamiento testigo como
aquellos ensayos realizados con concentraciones reducidas (1x10° y 1x10¢ UFC/mL)
presentaron altos niveles de descomposicion del tejido vegetal durante el almacenamiento,

lo que indica que a bajas dosis B. subtilis no logra una inhibicion significativa del patdégeno.
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No obstante, el efecto antagonista se incrementd conforme aumento la concentracion del

microorganismo aplicado.

Tratamientos
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Figura 1. Efecto de diferentes tratamientos sobre la concentracion

bacteriana de P, carotovorum

6.3.1. Interaccion Dosis x Tratamiento

De acuerdo con la Figura 3. El grupo testigo (T0), mantuvo los valores més altos de carga
bacteriana en las tres dosis evaluadas, confirmando la ausencia de actividad inhibitoria. Por
el contrario, los tratamientos T1 (Kasugamicina), T2 (Estreptomicina + Oxitetraciclina), T3
(Sulfato de cobre pentahidratado), T4 (Extracto de Larrea tridentata (Gobernadora)) y TS
(Bacillus subtilis) mostraron distintos niveles de reduccion microbiana dependiendo de la

dosis.

En particular, T2 presentdé un comportamiento dosis—dependiente, ya que la concentracion
bacteriana disminuyd de manera progresiva al aumentar la dosis (D1 > D2 > D3). El
tratamiento T3 mostro estabilidad en su efecto, manteniendo valores bajos similares en todas
las dosis, lo que sugiere que su accién antimicrobiana no varia con la concentracion. En el

caso de T1, la mayor inhibicion se observé en la dosis mas baja, mientras que incrementos
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en la dosis no produjeron mejoras adicionales. Para T4 y T5, las diferencias entre dosis fueron

menores y no se identific6 una tendencia consistente de mayor eficacia a dosis mas altas.

La presencia de interaccion significativa confirma que el efecto de la dosis depende del
tratamiento utilizado, indicando que la eficacia antimicrobiana estd mas relacionada con las
caracteristicas propias de cada tratamiento que con un simple aumento en la concentracion

aplicada.

En diversos estudios recientes, se han reportado resultados similares a los obtenidos,
explicando que la actividad antimicrobiana no siempre sigue una relacion lineal con la dosis

aplicada, lo que se refleja en los resultados de este experimento.

Morales-Marquez et al. (2025) explican que los extractos de Larrea tridentata, aunque
efectivos, muestran una respuesta no lineal dosis-dependiente debido a la diversidad de

metabolitos presentes, lo que puede justificar la variabilidad en la eficacia de T4.

En un contexto similar, Pérez-Palma et al. (2019) demostraron que el sulfato de cobre mostrd
una accion estable sin depender de la concentracion, lo cual refuerza el resultado de que T3
mantiene un efecto consistente en todas las dosis. Ademas, Parra-Cota (2024) destaca que el
biocontrolador Bacillus subtilis ejerce su actividad antimicrobiana de forma dependiente de
la cepa y las condiciones ambientales, lo que podria explicar la falta de un patrén claro entre

las dosis en T35.

Finalmente, un estudio sobre extractos vegetales de Asystasia variabilis (2025) confirma que
la actividad antimicrobiana de plantas puede depender de la dosis, pero no siempre de manera
proporcional, similar a los resultados obtenidos con los tratamientos T4 y T5. Sin antes, hay
que mencionar que Singh & Mitchison (1955) reportaron resultados similares de acuerdo con
el comportamiento dosis-dependiente en la reduccion microbiana con la combinacion de
estreptomicina y oxitetraciclina, donde la reduccion progresiva de la carga bacteriana
aumentaba con la dosis, lo que concuerda con los resultados obtenidos en T2 (estreptomicina
+ oxitetraciclina). Este efecto sinérgico a ciertas dosis se debe a las acciones complementarias

de ambos antibidticos en la inhibicion de la sintesis proteica bacteriana (BenchChem, 2025).

En conjunto, estos resultados sugieren que la eficacia antimicrobiana estd influenciada por

factores especificos de cada tratamiento mas que por un simple aumento en la concentracion.
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Figura 2. Concentracion bacteriana de P. carotovorum en funcidn del tratamiento y la dosis

6.4. Evaluacion por antibiograma

De acuerdo con el analisis de varianza en la evaluacion de los tratamientos mediante la
técnica de antibiograma, evidencid una diferencia significativa (P < 0.0001), entre los

tratamientos (Cuadro 7. Ver en Anexos).

En el andlisis de inhibicion a las 24 horas de acuerdo con la Figura 4, el TO (Testigo) tuvo
una nula inhibicion, mientras que el T2 (Estreptomicina + Oxitetraciclina) mostro el mayor
efecto de inhibicion con un halo de 24.38 mm, lo que indica una inhibicidn significativa de
P. carotovorum. Estos resultados se alinean con revisiones que destacan la variabilidad en
susceptibilidad de fitopatdgenos ante antibidticos como oxitetraciclina y estreptomicina

cuando se emplea antibiograma (Islam et al., 2024).

En comparacion, T1 (Kasugamicina) (11.88 mm) y T3 (Sulfato de cobre) (12.42 mm)
mostraron una inhibicion mucho menor. Estos resultados confirman que T2 es el tratamiento

mas eficaz de los evaluados, mientras que T1 y T3 presentan una eficacia limitada.

Los datos obtenidos en el andlisis de difusion en agar muestran que la combinacion

estreptomicina + oxitetraciclina produjeron el mayor halo de inhibicion frente a
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Pectobacterium carotovorum; esto coincide con informes donde la estreptomicina y
derivados similares, generaron amplias zonas de inhibicion contra Pectobacterium spp.
cuando se evaluo su eficacia in vitro, alcanzando didmetros entre ~11 y 27 mm (Baz et al.,
2012) y comparables a los halos mayores observados con antibioticos cldsicos en estudios

con tagmycin/streptomycin (Pavitraa ef al., 2025).

Por otro lado, estudios similares han registrado que compuestos de cobre y kasugamicina
exhiben halos de inhibicion relativamente menores frente a P. carotovorum 10.5-17.5 mm
para cobre esto de acuerdo con Uribe-Lorio et al. (2024) y 1.16 mm para kasugamicina de
acuerdo con Pavitraa et al., (2025), lo que concuerda con la menor eficacia observada para

el sulfato de cobre y kasugamicina.
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Figura 3. Efecto de los Tratamientos sobre la Inhibicion de Pectobacterium carotovorum a

las 24 Horas
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Evaluacion a las 48 Horas

De acuerdo con la Figura 5, el TO (Testigo). No hay cambios. El valor se mantiene en 10 mm
tanto a las 24 como a las 48 horas, lo que demuestra que no hay ningun efecto significativo

de inhibicion a lo largo de las dos mediciones.

Mientras que el T1, hay un ligero aumento (de 11.88 mm a 12.19 mm). Aunque el aumento
es pequeilo, muestra que el tratamiento T1 tiene una ligera efectividad, que se estabiliza entre
las 24 y las 48 horas. Sin embargo, sigue siendo el segundo mas bajo en inhibicion, por lo
que su impacto es relativamente pequefio comparado con T2. Por lo tanto, el T2, se mantiene
como el més eficaz en ambas mediciones. La diferencia de 0.06 mm entre las mediciones (de
24.38 mm a 24.44 mm) es minima, lo que indica que su efecto es estable y duradero. No se
observa una disminucion en su eficacia a las 48 horas, lo que sugiere que T2 tiene un efecto

prolongado y constante.

Por ultimo, en el T3 no hay variacion en la inhibicion entre las mediciones de 24 y 48 horas,

manteniéndose en 12.42 mm. Esto sugiere que T3 tiene un efecto de inhibicion constante.

Diversos estudios han demostrado que el tiempo de incubacion puede influir en la magnitud
de la zona de inhibicion observada en ensayos de difusion en agar. Por ejemplo, Puspita et
al. (2021) reportaron que los didmetros de las zonas de inhibicion a las 48 h fueron mayores
que a las 24 h, lo que sugiere un incremento de la actividad antimicrobiana detectable con

tiempos de lectura mas largos.

Finalmente, Aslam (2024) destacé que la duracion de la incubacion tiene una influencia
significativa en el tamafio de los halos de inhibicion, lo que apoya la importancia de incluir
mediciones a diferentes tiempos, como 24 h y 48 h, al evaluar la eficacia de tratamientos

antimicrobianos.
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Figura 4. Efecto de los Tratamientos sobre la Inhibicion de Pectobacterium carotovorum a

las 48 Horas

7.- CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la técnica de dilucion en caldo, el sulfato de cobre
pentahidratado mostré la mayor reduccion bacteriana. Mientras que, en la técnica de
antibiograma, la estreptomicina + oxitetraciclina presentd el mayor halo de inhibicion con

24.38 mm a las 24 h y 24.44 mm a las 48 h, siendo el mas eficaz en esa técnica.
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8.- ANEXOS

Cuadro 6. Analisis de varianza de evaluacion de los tratamientos contra P carotovorum

mediante la técnica de dilucién en caldo

Origen DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media Valor F Pr>F
Modelo 17 235.8592500 13.8740735 78.40  <.0001
Error 72 12.7410000 0.1769583

Total corregido 89  248.6002500

R-cuadrado: 0.948749
Coeficiente De variacion: 12.35431

Media: 3.405000

Cuadro 7. Analisis de varianza de evaluacion de los tratamientos contra P. carotovorum

mediante la técnica de antibiograma

Origen DF Suma de cuadrados Cuadrado de lamedia ValorF  Pr>F
Modelo 7 1544.2804 220.611485 447.34 <.0001
Error 40  19.726583 0.493165

Total corregido 47  1564.00698

R-cuadrado: 0.987387

Coeficiente De variacion: 4.772185

Media: 14.71563
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Figura 5. Resultados obtenidos en las pruebas empleadas para la caracterizacion de Erwinia
carotovora subsp. carotovora (Pectobacterium carotovorum), de acuerdo con lo descrito por
Schaad et al. (2001). A) Tincidon de Gram, B) Prueba de RYU, C) Prueba de Catalasa, D)
Prueba de oxidasa, E) Prueba de Levana, F) Prueba de O/F, G) Prueba de Arginina, H) Prueba
de Motilidad, I) Prueba de Crecimiento en 37°C, J) Prueba de Pudricion de Papa, K) Prueba
de Hipersensibilidad al Tabaco, L) Prueba de Hidrolisis de Gelatina, M) Prueba de Hidrolisis
de Esculina, N) Prueba de Produccion de Fosfatasa, O) Prueba de Produccion de Indol, P)

Prueba de Produccion de Carbohidratos.
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Figura 6. Resultado obtenido en la Prueba Reduccion de sustancias de sacarosa
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