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Resumen

La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo de importancia a nivel mundial; es el cuarto cultivo de interés
agronémico en términos de produccién y area cultivada después del arroz (Oryza sativa), el maiz (Zea mays)
y el trigo (I7iticum aestivum). Pectobacterium carotovornm es un agente fitopatégeno de la papa que causa la
podredumbre blanda del tubérculo, y es considerada como la enfermedad poscosecha mas importante,
pues genera grandes pérdidas econdémicas a nivel del almacenamiento. El presente documento pretende
dar un esbozo de la biologfa del patégeno, los métodos existentes para la deteccion de dicho agente, la
descripcion del guorum sensing como mecanismo de la regulacién de la expresion génica de sus factores de
virulencia, el mecanismo de accién del patégeno, el proceso infectivo y los métodos actuales de control.

Palabras clave: antagonistas, enfermedades poscosecha, organismos patégenos, guorum sensing, técnicas
de diagnéstico molecular

Pectobacterium carotovorunr: phytopathogen agent that causes
soft rot in potatoes (Solanum tuberosum)

Abstract

Potato (Solanum tuberosum) is a tuber of global importance; it is the fourth crop of agronomic interest in
terms of production and cultivated area after rice (Oryza sativa), corn (Zea mays) and wheat (Triticum
aestivum). Pectobacterium carotovornm is the causative agent of potato soft rot, considered the most important
post-harvest disease because it generates great economic losses at the storage level. The present document
provides outline biology, methods for detection, description of Quorum Sensing as a mechanism for the
regulation of gene expression of virulence factors, the infective process and current control methods of
Pectobacterinm carotovorum.

Keywords: antagonists, molecular diagnostic techniques, pathogens, postharvest diseases, quorum
sensing
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Introduccion

La papa Solanum tuberosum 1.. (Solanaceae) es un tubérculo cultivado a nivel mundial con una taza de
produccién que alcanza los 325 millones de toneladas, siendo el quinto cultivo alimenticio mas importante
del mundo después de la cafia de azdcar Saccharum officinarnm L., el arroz Oryza sativa L., el maiz Zea mays
L. y el trigo Triticum aestivum L. (Poaceae) en términos de area cultivada y produccién total (Corzo &
Quiflones, 2017; Douches et al., 1996). La variabilidad de las plantas nativas y su adaptabilidad a diferentes
condiciones permitié que las papas se cultivaran en climas diversos, lo que generd que el cultivo se
distribuyera en todos los continentes (Flores-Magdaleno et al., 2014; Ojeda-Bustamante et al., 2004).

Diferentes enfermedades bacterianas han sido reportadas por atacar este cultivo, contribuyendo
sustancialmente a que se generen pérdidas econémicas para los productores (Potrykus et al., 2014). Entre
las enfermedades que se destacan se encuentra la pudricién marrén causada por Ralstonia solanacearum
(Smith), la necrosis bacteriana causada por Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spieckermann &
Kotthoff), la costra de la patata causada por Streptomyces scabies (Lambert & Loria) y la pudricién blanda,

cuyo agente causal es Pectobacterium carotovorum (Jones) (Al-Zomor et al., 2013).

P. carotovornm es uno de los patégenos mas importantes de la papa, porque genera grandes pérdidas
econdmicas que han sido estimadas entre 50 y 100 millones de délares anuales a nivel mundial (Al-Zomor
et al., 2013; Franco & Stefanova, 2008). Esta enfermedad es reconocida como la mas severa que ataca al

tubérculo a nivel poscosecha especificamente durante el almacenamiento (Toth et al., 2003).

Los tubérculos-semillas son la principal fuente de distribucién del inéculo y, dado que no existe un
mecanismo quimico de control efectivo contra el patégeno, los métodos de prevencion de la enfermedad
se limitan a medidas sanitatias y al uso de semillas certificadas libres del patégeno (Diallo et al., 2009).
Para certificar dichas semillas libres del patégeno, se requieren técnicas de deteccién, en donde los
métodos moleculares, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), y los inmunoldgicos son los
preferidos por ser los mas rapidos y precisos (Abu-Obeid et al., 2018; Perombelon, 2002).

El objetivo de esta revision fue explorar la biologia del patégeno y los métodos existentes para la
deteccion de dicho agente, asi como realizar la descripcion del quorum sensing como mecanismo de la
regulacion de la expresion génica de sus factores de virulencia, los mecanismos de accién del patégeno,
el proceso infectivo y los métodos actuales de control.

Materiales y métodos

Se realizé una revisién bibliografica retrospectiva en bases de datos en sistemas como National Center
for Biotechnology Information (NCBI), Scielo y ScienceDirect, con la utilizacién de descriptores
validados como “papa”, “Pectobacterium carotovorunt”, “quorum sensing’, “‘control biolégico” y “antagonistas”.
En la revision se identificaron las caracteristicas morfologicas y aspectos taxonémicos de esta especie.

Ademas, la recopilacién de informacion se centr6 en los estudios realizados que describen el proceso
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infectivo, mecanismo de accion, técnicas de diagnostico y mecanismos de control, como un lineamiento
base y de fortalecimiento para las futuras investigaciones.

Caracteristicas morfologicas y aspectos taxonémicos de Pectobacterium carotovorum

P. carotovornm (Bacteria: Enterobacterales: Pectobacteriaceae) es una bacteria pectinolitica gramnegativa,
en forma de bacilo, que mide de 0,7 a 1,0 pm de ancho y de 1 a 2,5 ym de largo; no esporulada, motil y
con flagelos peritricos; sus colonias muestran elevaciéon convexa y son de color blanco cremoso; las
células pueden aparecer de manera individual o en parejas (Czajkowski et al., 2011).

Dado que es una bacteria gramnegativa, su pared celular cuenta con una capa externa de lipopolisacarido
(LPS) que contiene, dentro del polisacarido O, aztcares como la ramnosa, fucosa, glucosa y
metilramnosa; no obstante, se ha encontrado que la composicion quimica de este polisacarido O puede
variar y ser especifica para cada serogrupo (Senchenkova et al., 2003) y, por esa razén, la capa LPS es un
determinante utilizado en la serotipificacién de P. carotovorum (De Boer et al., 1986; Evans et al., 2010).

Por otro lado, se conoce que algunas estructuras celulares estan involucradas en etapas tempranas de la
infeccién y que contribuyen a su virulencia. Estas incluyen el pili, el flagelo, las capas de exopolisacaridos
y las porinas, que son proteinas de canal que permiten la difusién pasiva de moléculas a través de la
membrana (Berne et al., 2015; Hamel et al., 2001). También ha sido reconocido recientemente que una

mutacion en el gen requerido para la sintesis de LPS puede afectar igualmente la virulencia de esa bacteria
(Fukuoka et al., 2001).

P. carotovorum subsp. carotovornm se conocia previamente como Erwinia carotovora subsp. carotovora, bacteria
que pertenece a las y-proteobacterias y a la familia Enterobacteriaceae (Czajkowski et al., 2011; Potrykus
et al., 2014). En la tabla 1 se puede observar la clasificacién taxonémica completa de dicha bacteria
fitopatogena.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Pectobacterium carotovorum

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales

Familia Pectobacteriaceae

Género Pectobacterium

Especie Pectobacterium carotovorum

Fuente: Adaptada de Hauben & Swings (2015)

Actualmente, el género Pectobacterium se divide en seis especies y subespecies, a saber: P. carotovorum subsp.
atrosepticum (van Hall), P. betavasculorum (Gardan, Gouy, Christen, & Samson), P. carotovorum subsp.

brasiliensis (Duarte, De Boer, Ward, & De Oliveira), P. carotovorum subsp. carotovorum (Jones), P. carotovorum
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subsp. odoriferum (Gallois, Samsung, Ageron, & Grimont) y P. wasabiae (Gardan, Gouy, Christen, &
Samson) (Czerwicka et al., 2011; Duarte et al., 2004; Lee et al., 2017).

Las especies caracterizadas como fitopatégenas incluyen P. carotovorum subsp. atrosepticum (van Hall), P.
carotovorum subsp. carotovorum (Jones) y P. chrysanthemi (Burkholder). Estas afectan los o6rganos de
almacenamiento y las hojas de especies vegetales como la papa S. tuberosum (Aysan et al., 2003). Aunque
las bacterias de esos tres taxones pueden causar pudricién blanda en plantas, su rango de hospedero y su
temperatura Optima de crecimiento es distinta: P. carotovorum subsp. atroseptica infecta principalmente
plantas de papa y tubérculos a una temperatura éptima de 20 °C, mientras que P. carofovorum subsp.
carotovora y P. chrysanthemi tienen un amplio rango de hospedero y causan la enfermedad a temperaturas
mas elevadas en el rango de los 20 °C y los 35 °C (Diallo et al., 2009). P. carotovorum subsp. brasiliensis es
una especie altamente virulenta, responsable de la mayoria de las incidencias de la enfermedad del pie
negro en Brasil y Sudéfrica (Duarte et al., 2004; Van der Merwe et al., 2010).

M¢étodos para la identificacién de Pectobacterium carotovorum

Los métodos de identificacion de P. carotovorum se dividen en dos grupos: los métodos clasicos y los
moleculares (Dadasoglu & Kotan, 2017). Los primeros se basan en la caracterizacién de rasgos
fenotipicos a nivel morfolégico, bioquimico, fisiolégico y patolégico (Dadasoglu & Kotan, 2017). Estos
se llevan a cabo en paralelo con otros métodos para identificar y caracterizar el grupo como las reacciones
serologicas (Costa et al., 2006). En relacién con los métodos moleculares, se han usado técnicas basadas
en el ADN de los microorganismos con las que, empleando multiples marcadores genéticos, es posible
la identificacién de P. carotovorum (Dadasoglu & Kotan, 2017; Zanoli & Spoto, 2013; Zhang & Tanner,
2017).

Métodos clisicos

Para el aislamiento tradicional de la bactetia, se utiliza el medio de cultivo selectivo Cristal Violeta Pectato
(CVP), en donde se puede evidenciar la habilidad de degradar pectato por parte del aislamiento,
generando el crecimiento de colonias incoloras que son caracteristicas de P. carotovorum (Al-Zomor et al.,
2013; Scala et al., 2018). Se conoce que el aislamiento del agente causal de la pudricién blanda utilizando
dicho medio de cultivo puede ser seriamente afectado por la presencia de gran cantidad de bacterias
saprofiticas en una misma muestra (Fraijee et al., 1997; Jones & Darrah, 1994).

Adicionalmente, se puede hacer el aislamiento en el medio de Steward modificado, o en el Caldo de Soja
con Tripticasa (TSBA), Agar Nutritivo (NA) y Agar de Carbonato de Dextrosa de Levadura (YDC)
(Dadasoglu & Kotan, 2017). La incubacién a diferentes temperaturas permite la deteccién y
diferenciacion de las especies; sin embargo, este procedimiento no es adecuado para los analisis de rutina
de tubérculos de papa, y se ha observado que no todas las cepas de Pectobacterium pueden ser distinguidas
por este método (Gorris et al., 1994).

Diversas pruebas bioquimicas y el perfil de acidos grasos han sido utilizados para diferenciar las tres
subespecies de Pectobacterium, pero su uso ha sido restringido por la necesidad de contar con cultivos puros
(Perombelon, 2002). En la tabla 2 se pueden observar los resultados esperados de las pruebas bioquimicas
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para la deteccion de la bacteria P. carotovorum (Al-Zomor et al., 2013; Bhat et al., 2012; Costa et al., 20006;
Perombelon, 2002).

Tabla 2. Resultados de las pruebas bioquimicas utilizadas para la deteccién de P. carotovorum

Prueba bioquimica Resultado esperado
Oxidasa -
Catalasa +
Reduccion de nitrato +

Crecimiento a 37°C -

Tolerancia al cloruro de sodio (5%) +

Hidrolisis de almidon -

Sustancias reductoras de sacarosa +

Produccion de H,S +

Produccion de indol -

Produccion de ureasa -

Produccion de 4cido a partir de a-metil-d-glucésido +
Hidrdlisis de gelatina +
Pudricion blanda de papa +

Fuente: Elaboracion propia con base en Al-Zomor et al. (2013), Bhat et al. (2012) y Costa et al. (20006)

Las cepas que muestran las caracteristicas del género Pectobacterinm pueden ser identificadas a nivel de

especie o al nivel de subespecie, con base en pruebas adicionales como las que se listan en la tabla 3.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas complementarias para la identificacion de Pectobacterium carotovorum
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Formacién de cavidades en CVP (24h. 28 °(C)

Sensibilidad a la eritromicina

Produccion de fosfatasa

Produccion de acido trehalosa

Produccion acida de maltosa

Produccion acida de sorbitol

Utilizacion de malonato

Produccion acida a partir de lactosa

Fuente: Adaptada de Czajkowski et al. (2015)

Los métodos inmunolégicos han mostrado resultados inespecificos para detectar bajas concentraciones
bacterianas; asimismo, pueden reaccionar con otras subespecies o con microflora epifita de los tubérculos
generando falsos positivos. Ademas, dichos métodos consumen tiempo y son relativamente costosos (Al-
Zomor et al., 2013; Fraijee et al., 1997; Gorris et al., 1994).

Métodos moleculares

Un método diagnéstico rapido para la deteccion e identificacién de P. carotovorum es la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), técnica caracterizada por ser rapida, especifica y altamente sensible (Abu-Obeid
et al., 2018; De Boer & Ward, 1995; Fraijee et al., 1997; Perombelon et al., 1995). Para esta metodologia
y sus variantes, tales como PCR anidada, PCR multiple y PCR en tiempo real, se han seleccionado algunos
marcadores moleculares para identificacién y caracterizacion de Pectobacterium sp. como los ITS 16S-
23rRN y 16S tDNA (Abu-Obeid et al., 2018; Diallo et al., 2009; Nikitin et al., 2018; Potrykus et al., 2014).
En la tabla 4 se pueden observar algunos primers empleados para la amplificacién del gen 16 r DNA de P.

carotovorum.

Tabla 4. Primers utilizados para la deteccion de P. carotovorum
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Primers Forward/Reverse Especie que detecta Referencia
ECA1 (CGGCATCATAAAAACACG) / De Boer y Ward
P. carotovorum
ECA2r (GCACACTTCATCCAGCGA) (1995).
Frechon et al. (1998),
Df (AGAGTCAAAAGCGTCTTG)/
Pectobacterium sp., Dickeya sp. Kang et al. (2003),
Dr (TTTCACCCACCGTCAGTC)
Laurila et al. (2010).
Y45 (TCACCGGACGCCGAACTGTGGCGT)/ Frechon et al. (1998).

P. atrosepticum
Y46 (TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT)

ExpccF(GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA)/  P. carotovorum subsp. Kang et al. (2003).
ExpccR (GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG)  carotovorum

Mse (FGACGATGAGTCCTGAG)/ P. carotovorum subsp. Doolotkeldieva et al.
MseR (TACTCAGGACTCAT) carotovorum (2016).

Fuente: Elaboracién propia

Adicionalmente, se han desarrollado técnicas alternativas que emplean metodologias y equipos que
permiten la identificacion de P. carotovorum, entre las que se encuentra la amplificacién isotérmica basada
en la microfluidica, una técnica que estudia el comportamiento de los fluidos a través de microcanales y
se caracteriza por usar una temperatura estable, reducir el volumen de la muestra, el tiempo de analisis y
los costos del procedimiento (Zanoli & Spoto, 2013; Zhang & Tanner, 2017). Estas metodologias pueden
emplear helicasas y polimerasas para la amplificacion de acidos nucleicos (Vincent et al., 2004).
Finalmente, la técnica de MALDI-TOF ha sido implementada exitosamente para la identificacion
rutinaria de microorganismos en los laboratorios de microbiologia, debido a que es un método rapido,
preciso y de alto rendimiento (Maldonado et al., 2018), siendo principalmente empleado para la
identificacion especifica de especies de Dickeya dianthicola (Hellmers), D. dadantii (Samson), D. dieffenbachiae
(Samson), D. chrysanthemi (Burkholder), D. zeae (Samson), D. paradisiaca (Fernandez-Borrero & Lopez-
Duque), D. solani (Van der Wolf), P. carotovorum y P. atrosepticum (Salplachta et al., 2015). En la tabla 5 se
muestra una comparaciéon de los métodos moleculares empleados para identificar Pectobacterium sp. y P.
carotovorum subsp. carotovorum.

Tabla 5. Comparacion de algunos métodos moleculares utilizados en la identificacion de Pectobacterium
sp. y P. carotovorum subsp. Carotovorum
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Ventajas

Desventajas

PCR y Real time PCR

Método sensible y especifico de
deteccién (Abu-Obeid et al., 2018;
Nikitinet al., 2018; Toth et al.,
2001). Deteccidn simultinea de
multiples cepas como D.
chrysanthemiy P. atrosepticum
(Diallo et al., 2009; Potrykus et al.,
2014).

Técnicas con costos elevados para
ser aplicadas a nivel de campo.

MALDI-TOF MS

Identificacion especifica de
especies de P. carotovorumy P.
atrosepticum (Salplachtaet al.,
2015).

Requiere el uso de equipos
sofisticados (Salplachta et al.,
2015).

Amplificaciéon isotérmica mediada
por un bucle - (LAMP)

Puede ser usada como una prueba
rapida de diferenciacion de P.
carotovorum subsp. carotovorum
con otros patégenos pectinoliticos
(Yasuhara-Bell et al., 2016).
Variaciones de esta técnica
permiten detectar otras especies
fitopatdgenas de Pectobacterium
sp. (Gosch et al., 2012).

Uso de equipos de monitoreo de
fluorescencia en tiempo real
especificos para la deteccion de P.
carotovorum costosos (Ansari &
Ahmad, 2018; Yasuhara-Bell et al.,
2016). Uso de temperaturas
elevadas (65 °C) (Ansari & Ahmad,
2018). Disefio de primers
complejo (Ansari & Ahmad, 2018).

Amplificacion de la Recombinasa
Polimerasa (RPA) combinado con
un dispositivo de flujo lateral.

La muestra de ADN no necesita
pretratamiento y, para su
ejecucion, requiere una baja
temperatura (Piepenburg et al.,
2006). Deteccion y discriminacion
de Pectobacterium sp.de géneros
relacionados. No requiere el uso
de equipos sofisticados (Ansari &
Ahmad, 2018).

No detecta especificamente
especies o subespecies de
Pectobacterium sp. (Ansari &
Ahmad, 2018).

Fuente: Elaboracién propia

Biosensores para la deteccion de Pectobacterium carotovorum

Las técnicas convencionales empleadas para detectar patégenos en plantas demandan mucho tiempo y
requieren instrumentos complejos para su implementacién; en consecuencia, existe un gran interés por
comercializar sistemas de biosensores que muestran alta sensibilidad y especificidad para la deteccion
temprana de agentes fitopatégenos (Kather et al., 2017).
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La deteccién temprana de patdgenos vegetales es esencial para poder contrarrestar y manejar
adecuadamente enfermedades a nivel de invernadero y de campo, asi como minimizar el riesgo de
diseminacién de estas (Miller et al., 2009). Los biosensores son una hetrramienta innovadora para la
identificacion de fitopatdgenos, debido a que pueden detectarlos a nivel del aire, agua, semillas y en otras
etapas durante el ciclo productivo del cultivo (Fang & Ramasamy, 2015).

Los biosensores son dispositivos analiticos que combinan el reconocimiento biolégico de un ligando con
una sefial fisica o quimica que es transformada en una sefial digital, que luego se interpreta en sistemas
computarizados (Byrne et al., 2009). Con estos dispositivos se puede analizar diversos tipos de muestras,
incluidas muestras bioldgicas, y son capaces de detectar la presencia de hasta una sola célula de interés

segin el elemento de biorreconocimiento seleccionado (Hellinga et al., 2013).

Su fundamento se basa en el reconocimiento de células completas o macromoléculas tales como
anticuerpos, enzimas, fragmentos de ADN, entre otros (Hellinga et al., 2013; Khater et al., 2017). Los
sensores se clasifican de acuerdo con el tipo de sefial que emiten, que puede ser de tipo eléctrico, quimico,
electroquimico, 6ptico, magnético y vibratorio (Fang & Ramasamy, 2015).

Los biosensores basados en anticuerpos permiten un analisis cualitativo y cuantitativo de los patégenos;
sin embargo, el desarrollo de anticuerpos frente a agentes fitopatoégenos no es usual. Por otro lado, los
biosensores basados en ADN presentan mejor sensibilidad gracias al uso de técnicas de amplificacién de
acidos nucleicos, que permiten detectar el contenido genético de los patégenos antes de la aparicion de
los sintomas de la enfermedad a nivel de los cultivos (Khater et al., 2017).

Después de realizar la revision bibliografica correspondiente, se encuentra que para P. carotovornm no se
han desarrollado biosensores. Solo se tiene una referencia hacia el 2015 en donde se desarrollé un
dispositivo portatil que incluye tres sensores ceramicos para la deteccién temprana de la pudricién blanda
causada por P. carotovorum en tubérculos almacenados. Los sensores funcionan al generar cambios en la
resistencia eléctrica frente a compuestos organicos volatiles (VOC), involucrados en el desarrollo de la
enfermedad, y puede detectar un tubérculo infectado en 100 kg de estos (De Lacy Costello et al., 2000).

Quorum sensing en Pectobacterium carotovorum

El guorum sensing (QS) es un sistema de comunicaciéon celular dependiente de la densidad de los
microorganismos presentes en el medio, que activa o inhibe la expresién génica de acuerdo con la
secrecion y acumulacién de moléculas de sefializacion quimica, denominadas N-aci/ homoserina lactonas
(AHL) (Czajkowski et al., 2011; Henke & Bassler, 2004; Matsumoto et al., 2003; Péllumaa et al., 2012;
Whitehead et al., 2002).

Las AHL fueron descritas inicialmente en 7brio fischeri (Beijerinck), estimulando la produccion de
bioluminiscencia. Ademas, en Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) se ha descrito que regulan la interaccién
entre especies, asi como el medio que la rodea (Abisado et al., 2018; Gurney et al., 2018; McCready et al.,
2019; Visick & McFall-Ngai, 2000). Adicionalmente, en Escherichia coli (Escherich) y en ibrio cholerae

Ciene. Tecnol. Agropecnaria, 22(2): e1710
DOIL: https://doi.org/10.21930/tcta.vol22_num?2_art:1710


https://doi.org/10.21930/rcta.vol22_num2_art:1710

Angie Paola, Amaya Guerrero; et al. Pectobacterium carotovorum: agente fitopatégeno

(Pacini) regulan la formacién de biofilms, importante en la patogénesis de la enfermedad (Culler et al.,
2018; Jemielita et al., 2018; Ng et al., 2019).

En P. carotovorum el QS modula diversos procesos biolégicos, como el control de la virulencia, al regular
la produccién de enzimas degradadoras de pared celular de las plantas, asi como la produccién de
antibiéticos, entre los que se encuentra el carbapenem (Burr et al., 2006; Byers et al., 2002; Corbett et al.,
2005; Pemberton et al., 2005).

Las cepas de P. carotovorum se clasifican en clase I y 11, de acuerdo con las caracteristicas de las AHL,
debido a que las primeras sintetizan 3-oxo-C8-AHL y las segundas 3-oxo-C6-AHL (Watson et al., 2002).
En las dos clases, la produccién de las AHL es funcién del gen LuxI (ExpT) y el reconocimiento de los

autoinductores es realizado por el regulador transcripcional, sensible a la densidad celular, denominado
LuxR (ExpR/VitR) (Butr et al., 2006; Pollumaa et al., 2012).

Para llevar a cabo el proceso infectivo en P. carofovorum, la bacteria requiere una densidad celular
aproximada de 107a 108 células/g de tejido a nivel del tubérculo (Pollumaa et al., 2012). Adicionalmente,
durante el proceso de infeccién al hospedero son activados diversos genes reguladores, entre los que se
encuentra el 47pN, que activa el gen que codifica para la proteina inductora de necrosis Nip (Burr et al.,
20006; Mattinen et al., 2004; Smadja et al., 2004), asi como genes que codifican protefnas y enzimas que
permiten la lisis de pared y entrada de la bacteria a la célula vegetal, como el gen Pr#A, B y C, la flagelina
(F#C) y la proteina de virulencia (A»rL) (Kazemi-Pour et al., 2004; Laatu & Condemine, 2003).

La funcién de resistencia intrinseca a antibidticos es regulada en P. carotovorum por un gen homologo de
LuxR, denominado CarR, que censa la poblacion bacteriana que sintetiza el antibi6tico; por otra parte, la
produccién de metabolitos secundarios es regulada por RmsA, incrementando la produccion de enzimas
degradadoras de pared celular de la planta (Burr et al., 2000). Adicionalmente, se ha propuesto la hipétesis
de la existencia de procesos de cooperacién interespecies mediados por QS, que se relacionan con la
produccién de compuestos que degradan los tejidos de la planta hospedera (Valente et al., 2017).

Proceso infectivo y mecanismo de acciéon de P. carotovorum

El patégeno inicialmente interactia con el huésped mediante la secrecién de una serie de proteinas
efectoras, utilizando el sistema de secrecion tipo I (TTSS). Estos efectores y otras proteinas externas
no se comportan como virulentos; es decir, se camuflan para estimular en la planta la respuesta de
hipersensibilidad (HR) (Khosro et al., 2012).

Una vez que se da la interaccion, se despliega el sistema de regulacion génica QS y se liberan los factores
de virulencia de la bacteria, que incluyen enzimas extracelulares como las pectinasas, que tienen la
capacidad de disolver la lamina media que actia como agente cementante entre paredes celulares de
células adyacentes y juegan un rol fundamental en el desarrollo de la pudricién blanda. En este tipo de
infecciones, la accion patogénica esta provocada por la difusién de enzimas con el avance de bacterias,
que pueden prosperar como saprofitos sobre la laminilla media hidrolizada (Bhat et al., 2012;
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Doolotkeldieva et al., 2016). En la tabla 6 se listan algunas enzimas involucradas en el desarrollo de la
enfermedad, aunque también son relevantes otras enzimas como las fosfoglucomutasas (PGM) y las PG
o glucosidasas (Matsumoto et al., 2003).

Tabla 6. Enzimas involucradas en la degradacion de la pated celular, maceracién de tejido y disminucién
de los mecanismos de defensa de la planta en la enfermedad de la pudricién blanda

Enzimas Nomenclatura
Celulasas Cel,EC3.2.1.4
Proteasas Prt, EC3.4.24

Pectinmetilesterasa (Pme, EC 3.1.1.11) Pectinliasa

(Pnl, EC 4.2.2.10)

Enzimas pectinoliticas
Pectatoliasas (Pel, EC 4.2.2.2)

Pectatohidrolasas (Peh, EC 3.2.1.15)

Pectinesterasas (PE)

Enzimas pécticas Pectinmetilesterasas (PME)

Poligalacturonasas (PG)

Fuente: adaptada de Matsumoto et al. (2003)

El desarrollo de la enfermedad inicia a partir de areas infectadas previas como restos de cosecha o
tubérculos infectados. La bacteria puede sobrevivir en el suelo de dos semanas a seis meses, dependiendo
de condiciones ambientales como la humedad, el pH y la temperatura; este tltimo factor puede
determinar qué tipo de organismo predomina en una lesién (figura 1). La bacteria se encuentra en estado
latente y, bajo condiciones ambientales apropiadas, inicia su multiplicacién hasta que alcanza una
densidad celular critica, entre 107y 108 células/g de tejido que es el umbral para que se active el sistema
de regulacién de la expresioén génica QS (Smadja et al., 2004). En una segunda fase cuando la bacteria
despliega los factores de virulencia se produce la degradacién o maceracién del tubéreulo que adquirird
una consistencia cremosa tornindose de color negro en presencia de aire (Czajkowski et al.,, 2011;
Perombelon, 2002; Scott et al., 1996).
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P. carotovorum

lenticela

Maceraciénde tejido vegetal y pudricién del tubérculo

Colonizacion ydegradacion de sustancias
pécticas propiasdel tubérculo

Figura 1. Desarrollo de la enfermedad de la pudricién blanda del tubéreulo de papa.
Fuente: adaptada de Franco y Stefanova (2008), Khosro et al. (2012), Phokum et al. (2006), y Smith y
Bartz (1990)

La bacteria también puede afectar tallos y peciolos. Cabe aclarar que P. carotovora subsp. carotovora es la
subespecie mas cominmente encontrada en la superficie de las plantas (Doolotkeldieva et al., 2016;
Fucikovsky & Villarreal, 1991; Perombelon, 2002).

La infeccién a nivel del tallo puede ocurrir en cualquier momento después de la multiplicacién del
patogeno en el tubérculo madre podrido, a través del sistema vascular. Una vez en el tallo, la bacteria
puede permanecer en dormancia o causar una infeccién y, si las condiciones son favorables, se produce
el pie negro; una vez que el tubérculo madre se pudre, las bacterias son liberadas en el suelo y llevadas
por el agua hasta los tubérculos hijos o tubérculos de una planta cercana aparentemente sana, propagando
la enfermedad (Acufia & Araya, 2017).

P. carotovorum subsp. carotovorum produce una o mas sustancias antibacterianas llamadas bacteriocinas, que
mejoran su competitividad con otras especies rivales relacionadas a la hora de propagarse en el tejido
vegetal. La capacidad de esta especie bacteriana para producir bacteriocina ha sido explotada en muchos
programas de control biolégico para la enfermedad de podredumbre blanda (Khosro et al., 2012).
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Mecanismos de control convencionales frente a P. carotovorum

Las estrategias de control quimico se basan en la erradicacion del patégeno o en la creaciéon de un
ambiente desfavorable para el desatrollo de la enfermedad. La utilizacion de compuestos quimicos genera
problemas de contaminacién ambiental y efectos secundarios para los seres humanos expuestos a estas
sustancias, tales como intoxicaciones y enfermedades a nivel cutaneo y respiratorio (Czajkowski et al.,
2011; Del Puerto et al., 2014; Doolotkeldieva et al., 2016; Miles et al., 2012; Montesinos, 2003).

La mayoria de los compuestos quimicos utilizados contiene antibiéticos, sales organicas e inorganicas que
inhiben el crecimiento del patégeno 1 vitro. Este efecto se atribuye a la presencia de cationes que pueden
inhibir la funcién de ciertas proteinas de membrana o por la modulacion del pH del ambiente (Czajkowski
et al, 2011; Mills et al., 2000). Dentro de los antibiéticos que mas se utilizan se encuentra la
estreptomicina, que ha sido considerada promisoria para el control de P. carotovorum en la papa; el
procedimiento consiste en hacer una inmersién de los tubérculos en una mezcla que contiene
estreptomicina, hipoclorito de oxitetraciclina y mercurio. Esto se debe realizar antes de la siembra y lo
que se logra es la reduccién de la incidencia de la enfermedad (Czajkowski et al., 2011; Mills et al., 2006).

El uso de pesticidas en Colombia es un problema ambiental importante, dadas las pricticas agricolas
caracterizadas por un uso excesivo y deliberado de estos que, si bien traen ventajas a los productores,
también pueden generar efectos deletéreos a nivel ambiental y ecosistémico, ya que simultineamente a la
eliminacién de agentes patdgenos se pueden afectar microorganismos benéficos para los cultivos que
podtian actuar como biofertilizantes o biopesticidas. Para el 2005, el uso total de agroquimicos en
Colombia alcanzé 68.000 toneladas, y para el 2010 se calculd una aplicaciéon de 27 millones de toneladas
de productos sintéticos a diversos cultivos de interés agronémico en el pais (Miles et al., 2012). De
acuerdo con el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA, 2020), en el 2015 el pais logré una produccién
de 50,9 millones de litros y 24,5 millones de kilos de plaguicidas; para el 20106, la produccién de
agroquimicos fue de 1.400 millones. Con respecto al 2015, hubo un incremento del 6,9% vy, de acuerdo
con las estadisticas de ventas, los productos mas utilizados son insecticidas y fungicidas quimicos. Con
base en estas cifras, Colombia es el pafs de la regién con el mayor consumo de fertilizantes por hectarea
(Procolombia, 2020; Vega, 2018). En la tabla 7 se describen algunos ingredientes activos que han sido
cancelados para su comercializacién en Colombia por el ICA (2020). Este tipo de control quimico no ha
sido efectivo contra este agente fitopatdgeno, por lo que se hace necesario buscar nuevas alternativas

como el empleo de microorganismos antagonistas naturales (Doolotkeldieva et al., 2016).

Tabla 7. Ingredientes activos que han sido cancelados para su comercializacién en Colombia
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Ingredientes activos no comercializables

Ingrediente activo Nombre comercial
Fentin hodréxido Duter 20%

Folpet Folpan

Mancozeb Mangricen 80 WP
Propiconazol Propizole 250 CE
Hidréxido de cobre Hidroxicub 101 WP
Carboxin Vitavax

Benomil Benomil 50 WP Agricense

Fuente: Adaptada de ICA (2020)

Control biolégico y posibles agentes antagénicos microbianos frente a P. carotovorum

El control biolégico es un método efectivo e innovador para el control de patologias vegetales, que
consiste en la utilizacién de microorganismos vivos o productos abidticos que proveen proteccion frente
a la enfermedad a través de diversos mecanismos, como la produccién de antibidticos u otras moléculas
deletéreas para el patogeno, a través de fenémenos de competencia por nutrientes o espacio, al inducir la

resistencia sistémica en plantas (Doolotkeldieva et al., 2016).

Los microorganismos evaluados para el control biolégico en contra de P. carotovornm incluyen
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, Pseudomonas fluorescentes (Migula), bacterias endéfitas y
Bacillus subtilis (Ehrenberg). Esta tltima bacteria ha sido la antagonista mas efectiva en funcién de reducir
la pudricién blanda en tubéreulos de papa, debido a su notable capacidad para sobrevivir en condiciones
adversas gracias al desarrollo de endosporas y la produccién de compuestos antimicrobianos como
lipopéptidos, antibiéticos y bacteriocinas que son beneficiosos para las plantas, a través de la induccion
de la activacién de respuestas de defensa del huésped (Abd El-Khair & Haggag, 2007; Gerayeli &
Baghaee, 2018). En la tabla 8 se listan algunos microorganismos antagonistas reportados frente a P.

carotovorum.

Tabla 8. Microorganismos antagonistas reportados frente a Pectobacterinm sp.
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Microorganismo Origen Referencia
Pseudomonas sp. Suelo Kastelein et al. (1999)
Pseudomonas fluorescenscepa F113  Suelo Cronin et al. (1997)

Lactobacillus plantarum, L.

acidophilus, L. buchneri, Leuconostoc

spp. y Weissella cibaria

Frutas y vegetales frescos

Trias et al. (2008)

Bacillus subtilis BS 107 ND Shargay Lyon (1998)
Bacillus licheniformis P40 ND Cladera-Olivera et al. (2006)
Delftia sp., Ochrobactrumsp.,

ND Jafra et al. (2006)

Rhodococcus sp.

Streptomyces diastatochromogenes

sk-6

Rizosfera de plantas silvestres

Doolotkeldieva et al. (2016)

Aureobasidium pullulans

Frutas (manzanza)

Faquihiet al. (2015)

Pantoea agglomerans

Abono

Faquihiet al. (2015)

Pantoea agglomerans

Olivo

Faquihiet al. (2015)

Aspergillus sp.

Dialloet al. (2011)

Trichoderma sp. Dialloet al. (2011)
Streptomyces sp. Suelo rizosferico Caro-Castro et al. (2019)
Streptomyces sp. Compost Pérez-Rojas et al. (2015)

Fuente: Elaboracién propia

También se encuentran los endéfitos, que colonizan discretamente los tejidos de las plantas sanas durante
todo su ciclo de vida, y cuya funcién es proteger la planta contra diversos patogenos (Siegel, 1987). Esta
proteccién se ha atribuido a su capacidad para producir metabolitos secundarios con actividad biocida
(Strobel et al., 2004).

Las estrategias de control biolégico también comprenden el uso de antagonistas que pueden afectar las
poblaciones de patégenos directamente por via antibiosis, competiciéon por nutrientes o por la induccién
de resistencia sistémica en plantas (Czajkowski et al., 2011). Debido a la producciéon de peréxido de
hidrégeno, la actividad de las bacterias acidolacticas contra P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) ha sido
reportado como una alternativa satisfactoria; también se ha demostrado que la deteccion de las bacterias
de la rizosfera es un método de control exitoso gracias a su capacidad para degradar las moléculas de Pcc
N-acil homoserina lactona implicadas en el QS (Gerayeli & Baghaee, 2018).

Discusion
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La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo que presenta una alta tasa de variabilidad y adaptabilidad para
su produccién en todos los continentes (Rodriguez, 2010). También es considerado un alimento versatil
que representa un suministro alimentario nutricionalmente apropiado por su contenido de
micronutrientes y vitaminas, contribuyendo a garantizar la seguridad alimentaria de los pueblos (Borba,
2008; Devaux et al., 2011). Entre los principales productores de papa se encuentran los paises en via de
desarrollo, que han implementado nuevas estrategias de comercializacion de este producto, asociadas a
las modificaciones de consumo como la de tubérculos frescos o de productos elaborados como

congelados, harinas y almidén, que también han contribuido en su comercializacion (Borba, 2008).

Debido al aumento de la tasa poblacional a nivel mundial, es una necesidad apremiante mantener y
garantizar la seguridad alimentaria. Una de las posibles causas que pone en peligro tal seguridad es la
presencia de agentes fitopatdgenos que atacan cultivos de interés agronémico en cualquiera de sus
estadios. Por esta razon, se estan implementando medidas desde las practicas de agricultura tradicional,
como el empleo de pesticidas para el manejo de enfermedades vegetales que, por una parte, generan
costos adicionales para los productores y, por otra, repercuten negativamente en la calidad ambiental de
los agroecosistemas, dada la contaminacién a nivel de suelos y aguas que se produce por el uso
indiscriminado de esos insumos.

Asimismo, el uso de antibidticos como agentes de control de las bacterias puede afectar otros procesos
biol6gicos como el crecimiento apropiado de las raices y la simbiosis entre plantas y bacterias fijadoras
de nitrégeno; adicionalmente, puede generar resistencia a los antimicrobianos causando alteraciones en

la estructura y funcién de las comunidades microbianas del ecosistema (Williams-Nguyen et al., 2016).

El estudio de agentes fitopatégenos es un area de interés en el pafs. Especificamente los estudios
encaminados a conocer la biologia de los agentes fitopatogenos que pueden alterar la calidad de los
productos alimenticios a nivel de poscosecha representan un area de investigaciéon en emergencia. Las
enfermedades que atacan este cultivo se caracterizan por reducir la calidad y productividad de los
tubérculos y por generar pérdidas econdmicas para los productores (Méndez et al., 2009). Entre
fitopatégenos encontramos aquellos de origen bacteriano como Ralstonia solanacearum, que produce
marchitez y atrofiamiento de la planta. Esta enfermedad es catalogada como la segunda en importancia
por su capacidad para limitar la produccién de papa, causando elevadas pérdidas al afio (Muzira et al.,
2018).

Otra enfermedad de origen bacteriano es la costra de la papa, causada por S. cabies, enfermedad muy
comun en el cultivo y que, al contrario de Ralstonia sp., es una de las mas inocuas en lo que hace referencia
a la repercusién econémica, porque causa efectos cosméticos en la cosecha, afectando la calidad pero no
el rendimiento ni la conservacién de los cultivos (Beaulieu et al,, 2019; Dees & Wanner, 2012).
Finalmente, la pudricién blanda causada por P. carotovorum, objeto de esta revision, es una de las
enfermedades mas relevantes en la afectacion del tubérculo, en la etapa de poscosecha, generando grandes
pérdidas econémicas.

Esta enfermedad se evidencia a nivel de campo y de almacenamiento, generando pérdidas de entre 50 y
100 millones de délares anuales a nivel mundial (Al-Zomor et al., 2013; Franco & Stefanova, 2008). Varios
autores han indagado acerca de diversos aspectos bioldgicos de esta bacteria (Czajkowski et al., 2011;
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Fukuoka et al., 2001; Senchenkova et al., 2003) y, a la fecha, multiples aspectos fenotipicos, bioquimicos
y moleculares han sido esclarecidos. Por otro lado, la taxonomia de este agente es un area en constante
reevaluacion (Czerwicka et al., 2011; Duarte et al., 2004; Lee et al., 2017). Actualmente, se han descrito
seis subespecies, de las cuales tres se caracterizan como agentes fitopatégenos afectando diversos 6rganos
vegetales, como tubérculo y hoja en plantas de papa (Aysan et al., 2003).

Estudios en el area de regulacion de la expresion génica de esta bactetia han permitido establecer aspectos
relevantes del mecanismo guorum sensing como medio para la expresion de diversos factores de virulencia
con los que cuenta el microorganismo. Se destaca la secrecién de exoenzimas de tipo pectinasas como
principales responsables de generar la pudricion del tubérculo. También se ha detectado la produccion
del antibidtico de tipo carbapenem que facilita la competencia con otros microorganismos propios de la
supetficie del tubérculo y que permite que se produzca la infeccién del tejido vegetal de manera efectiva
(Butr et al., 20006; Byers et al., 2002; Corbett et al., 2005; Pemberton et al., 2005).

Con respecto a los métodos empleados para la deteccion de dicho agente, se encuentran los métodos
clasicos, que presentan ventajas en relacién al costo, facil acceso de los reactivos y, en algunos casos, la
identificacién entre especies, pero muestran baja sensibilidad y especificidad, ademas de requerir bastante
tiempo para su ejecucion (Gorris et al.,, 1994; Perombelon et al.,, 2002). Por otra parte, los métodos
inmunoldgicos han evidenciado reacciones cruzadas con microflora epifita y su costo es mayor (Al-
Zomor et al., 2013; Fraaije et al., 1997; Gorris et al., 1994). Actualmente, las técnicas moleculares son las
mas eficientes para detectar el ADN del patégeno y, a la fecha, se han desarrollado primers especificos
para revelar su presencia en una muestra de origen vegetal (De Boer & Ward, 1995; Doolotkeldieva et
al., 2016; Frechon et al.,, 1998; Kang et al., 2003; Laurila et al., 2010). Adicionalmente, es necesario
perfeccionar e implementar los métodos clasicos y moleculares de diagnéstico para la deteccién temprana
de la enfermedad, con metodologias como los biosensores, que toman menos tiempo, no requieren de
equipamientos sofisticados y son altamente sensibles (Fang & Ramasamy, 2015; Khater et al., 2017).

Dado que las estrategias convencionales para el manejo de esta enfermedad no han resultado eficientes,
es relevante destacar los estudios desarrollados en el area de control biolégico que permite la utilizacién
de antagonistas naturales tales como Bacillus subtilis (Ehrenberg) v B. amyloliguefaciens (Priest, Goodfellow,
Shute, & Berkeley); asimismo, el uso de extractos naturales de plantas y semillas ha permitido aislar
compuestos bioactivos de actividad antibacterial frente a la pudricion blanda para su manejo (Azaiez et
al., 2018; Gerayeli & Baghaee, 2018; Hajian-Maleki et al., 2019). Finalmente, como perspectivas para el
control de esta bacteria fitopatdgena, se considera, en primer lugar, la obtencién de variedades
genéticamente modificadas que produzcan cosechas mas estables y menos susceptibles a patogenos.
Aunque es importante resaltar que los recursos genéticos de las variedades silvestres particularmente de
los Andes, como la adaptacion climatica a condiciones externas y la resistencia a plagas, deben ser
preservadas, no solamente como baluartes ancestrales, sino también como una herramienta en la
obtencién de este tipo de variedades. También resultarfa interesante el desarrollo de nanosensores
basados en nanoparticulas plata (AgNP) con accidon antibacterial para detectar y eliminar este agente a
nivel del almacenamiento (Gasparyan & Bazukyan, 2013).
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Conclusiones

Pectobacterium carotovornm es el agente causal de la pudricién blanda de la papa, la enfermedad poscosecha
mas relevante, que causa grandes pérdidas econémicas para los productores y comerciantes. La biologia
del patégeno esta ampliamente esclarecida en términos de sus caracteristicas fenotipicas, genotipicas y
bioquimicas, asi como en la forma en que emplean el sistema de regulacién de la expresion génica guorum
sensing para desplegar sus factores de virulencia con el fin de generar la enfermedad; sin embargo, la
taxonomia de la especie estd siendo reevaluada. Estan disponibles diferentes métodos para la
identificacion del patégeno, tanto clasicos como moleculares, pero para lograr detectar la presencia de
este agente fitopatégeno en una muestra bioldgica existen ciertas limitaciones en las técnicas
convencionales. Por eso, se estan empezando a desarrollar sistemas de biosensores que permiten la
deteccién temprana de estos patégenos de una manera especifica y sensible; no obstante, a la fecha no se
ha desarrollado este tipo de dispositivos para la deteccion de P. carotovorum y, por lo tanto, esta serfa un
area interesante de investigacién con el fin de poder generar dispositivos de tipo comercial que puedan
ser utilizados por los productores.

Para el control de este agente fitopatdgeno, usualmente se emplean pricticas culturales y pesticidas; sin
embargo, estos no son muy efectivos, ya que una vez la patologia ha iniciado el control es limitado debido
al rapido crecimiento del patdgeno y la inhabilidad del producto para penetrar los tejidos. Por tal motivo,
se han desarrollado investigaciones en el control biolégico de este agente siendo Psexdomona flnorescens
(Migula) y Bacillus subtilis los antagonistas sobresalientes.
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