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BACTERIOFAGOS PARA EL CONTROL DE LA MARCHITEZ
BACTERIANA EN JITOMATE

BACTERIOPHAGES FOR THE CONTROL OF BACTERIAL WILT IN
TOMATOES

El jitomate es uno de los principales productos de exportacién de
México. Los cultivos de esta hortaliza estan siendo atacados por
el fitopatdogeno bacteriano Ralstonia solanacearum, provocando
importantes pérdidas econdmicas y desalentando la inversién en
este producto, el cual presenta un mercado en continuo crecimien-
to, principalmente en los Estados Unidos. Asi, este fitopatdégeno
contribuye a la reduccion de la productividad y competitividad del
campo mexicano. Los bacteriéfagos son la entidad biolégica mas
abundante del planeta y de manera natural regulan las poblaciones
bacterianas. Estos agentes representan una alternativa innovadora
y sustentable para el control de patégenos bacterianos. En este
trabajo se reporta el aislamiento de bacteri6éfagos liticos poten-
cialmente Utiles para el control de Ralstonia solanacearum. Estos
bacteridéfagos se amplifican de manera estable, generando placas
liticas de manera consistente y no presentan genes relacionados
con lisogenia. El conocimiento del sistema de infeccién Ralsto-
nia-jitomate permitira determinar su utilidad como herramienta de
control biolégico.
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Bacteriéfagos para el control de la marchitez bacteriana en jitomate

ABSTRACT

Tomato is one of the main exported products of Mexico. The crops of this vegetable are
being affected by the bacterial phytopathogen Ralstonia solanacearum, which has cau-
sed important economic losses and has discouraged the investment in this crop, which
presents a continuously growing market, especially in the United States. Thus, this phyto-
pathogen contributes to the reduction of productivity and competitiveness of the Mexican
countryside. Bacteriophages are the most abundant biological entities on the planet and
naturally regulate infection-causing bacterial populations. These agents represent an in-
novative and sustainable alternative for the control of bacterial pathogens. In this paper
we report the isolation of potentially lithic bacteriophages useful for the control of Ralsto-
nia solanacearum. Bacteriophages are stably amplified, consistently generate lytic plates
and do not present genes related to lysogeny. The knowledge of the Ralstonia-tomato
infection system will permit to determine the bacteriophages usefulness as a biological
control tool.

INTRODUCCION

México es el exportador nimero uno de jitomate fresco a nivel
mundial. El mercado de esta hortaliza se encuentra en expansion,
siendo los Estados Unidos de América los principales demandan-
tes del producto, situacion que ubica a México en una situacién
privilegiada con respecto a otros paises productores de la hortaliza
(SAGARPA, 2010; USDA, 2009). Sin embargo, los agricultores es-
tan abandonando el cultivo de esta hortaliza debido a las pérdidas
provocadas por el fitopatégeno R. solanacearum, agente causal
de marchitez bacteriana. Esta enfermedad representa una de las
principales amenazas para los cultivos de jitomate. Las medidas
de control actuales se basan en la aplicacién de agroquimicos que
dafan la flora microbiana del suelo, contaminan mantos freaticos y
pueden ser son toxicos para la planta y para los humanos. Esta si-
tuacion resalta la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para
el control de la marchitez bacteriana, alineadas con el desarrollo
sustentable. En los ultimos afios, el uso de bacteriéfagos como
herramienta para el control de patégenos bacterianos, no sélo en
el ambito agricola, sino también en el veterinario y humano, ha ga-
nado relevancia debido al incremento en la resistencia bacteriana
a los antibidticos (Parisien et al., 2008; Coffey et al., 2010; Jones et
al., 2007; Frampton et al., 2012). Su elevada especificidad, capaci-
dad de evolucién, autoamplificacién y autorregulacion, los sefialan
como buenos candidatos para el control bioloégico, sin embargo,
su uso implica conocer sus caracteristicas biolégicas para reducir
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el riesgo de transformacion lisogénica, asi como las caracteristicas
de la infeccién patdgeno hospedero (Meaden y Koskella, 2013; For-
tier y Sekulovic, 2013). En este trabajo se describe el aislamiento y
caracterizacion parcial de dos bacteriéfagos liticos para R. sola-
nacearum, asi como los avances logrados en el conocimiento del
sistema de infeccion Ralstonia-jitomate.

METODOLOGIA

Los bacteriofagos fueron aislados a partir de muestras ambienta-
les de la zona sur del estado de Morelos, utilizando el método de
doble capa de agar y como bacteria hospedera un cultivo puro de
R. solanacearum. La secuenciacién genémica de uno de los fagos
se realiz6 utilizando la plataforma 454 de Roche. La amplificacién
del fago secuenciado se realizé en matraces de 2 litros contenien-
do 500 mL de cultivo. La morfologia de los fagos se determind
utilizando microscopia electrénica de transmision. El sistema de
infeccion Ralstonia-jitomate se implementé en un invernadero ais-
lado, con tratamiento de lixiviados, exponiendo plantas de jitomate
a diferentes dosis bacterianas bajo dos condiciones ambientales
distintas, registrandose el porcentaje de marchitez diariamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las imagenes de microscopia electronica mostraron morfologias
compatibles con las familias Podoviridae y Mioviridae (Figura 1).

FIGURA 1.

Morfologia de los bacteriofagos aisla-
dos, liticos para R. solanacearum, com-
patible con Podovirus (A) y Miovirus (B).



FIGURA 2.

Induccion experimental de marchitez
bacteriana en plantas de jitomate. Se
observan a los lados plantas control.
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Ambos fagos amplifican de manera consistente, generando a las
48 horas placas de lisis de aproximadamente 1 cm de diametro.
El andlisis gendmico del Podovirus encontrado, mostré homologia
con el fago T7, no se encontraron genes de integrasa, ni genes ho-
mologos a toxinas conocidas, el gen de la integrasa se asocia con
fagos lisogénicos (Groth y Calos, 2004). Este hallazgo es compati-
ble con las caracteristicas de amplificacién que se han observado
en el laboratorio, las cuales indican que el Podovirus no se com-
porta como virus lisogénico y si como virus litico estricto. El mo-
delo de infeccion Ralstonia-jitomate, muestra un comportamiento
estacional, de forma que, en este trabajo no fue posible obtener
plantas infectadas durante los meses de diciembre y enero, aun
utilizando dosis bacterianas que se sabia que inducian marchitez
en la temporada cdlida (julio-agosto). Durante los meses calidos, la
induccién de marchitez fue evidente a los 10 dias post-exposicién,
utilizando una dosis bacteriana de 1x108 ufc por planta (Figura 2),
resultados compatibles con los reportado por Singh y cols. (2013).
Para evaluar el efecto protector de los fagos frente a la induccion
de marchitez bacteriana, los fagos fueron inicialmente amplifica-
dos. La amplificacion viral generd titulos virales de aproximada-
mente 1x109 pfu mL", los cuales aparecieron desde las 11 horas
después de la inoculacion viral (Figura 3).
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La purificacidn de los fagos para evaluar efecto protector y otras
caracteristicas como estabilidad en diferentes soluciones, pH y
temperaturas, resulté infructuosa debido a que la solucién fagica
no se pudo filtrar, aun cuando previamente se centrifugd a 10000
g por 15 minutos. El sobrenadante se colocé en un sistema de fil-
traciéon que tenia un tamafo de poro de 0.4 pm, sin embargo, de
los 500 mL sélo se lograron filtrar cerca de 25 mL, antes de que la
membrana se tapara. Este bloqueo de la filtracién posiblemente se
deba a la produccién de exopolisacaridos por parte de la bacteria,
los cuales quedan el en sobrenadante y no se eliminan durante la
filtracidn. Se esta buscando su eliminacién por métodos enzimati-
cos, o la reduccién de su produccion modificando la composicion
del medio de cultivo. Este paso de purificacion fagica es critico
para la evaluacion del efecto protector de los fagos, puesto que
se debe garantizar que el producto a aplicar esté libre del fitopaté-
geno, para determinar que la sola aplicacion del producto no tiene
efectos nocivos en el cultivo de la hortaliza.

CONCLUSIONES

A partir de zonas afectadas por marchitez bacteriana, es posible
aislar bacteriéfagos especificos para Ralstonia solanacearum. Para
evaluar el efecto protector de los bacteriéfagos aislados, es impor-
tante tomar en cuenta el comportamiento estacional del sistema
de infeccién jitomate-Ralstonia, asi como la purificacién rio abajo
de los fagos después de que se ha amplificado, ya que se debe
garantizar que los fagos aplicados estén libres del fitopatégeno.

FIGURA 3.

Cinética de produccion viral en matraz
Erlenmeyer de 500 mL, con 200 mL de
medio de cultivo. El titulo fagico maxi-
mo se obtiene a las 11 horas después
de la inoculacion viral.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece el apoyo de
CONACyT-FOMIX Morelos,
a través del proyecto MOR-
2010-C01-148777.



Bacteriéfagos para el control de la marchitez bacteriana en jitomate

REFERENCIAS

COFFEY B., Mills, S., Coffey, A., McAuliffe, 0., & Ross, R. P.(2010). Phage and their lysins
as biocontrol agents for food safety applications. Annual Review of Food Science and
Technology 1: 449-468.

FORTIER L., Sekulovic 0.(2013). Importance of prophages to evolution and virulence of
bacterial pathogens. Virulence 4: 354-365.

FRAMPTON R. A, Pitman, A. R., & Fineran, P. C. (2012). Advances in bacteriopha-
ge-mediated control of plant pathogens. International Journal of Microbiology. doi:
10.1155/2012/326452.

GROTH A.C., Calos M. P.(2004). Phage integrases: Biology and applications. J. Mol. Biol.
335: 667-678.

JONES J. B, Jackson, L. E., Balogh, B., Obradovic, A, Iriarte, F. B., & Momol, M. T. (2007).
Bacteriophages for plant disease control. Annu. Rev. Phytopathol. 45: 245-262.

MEADEN S., Koskella B. (2013). Exploring the risks of phage application in the environ-
ment. Frontiers in Microbiology, doi:10.3389/fmicb.2013.00358.

PARISIEN A., Allain, B., Zhang, J., Mandeville, R., & Lan, C. Q. (2008). Novel alternatives
to antibiotics: bacteriophages, bacterial cell wall hydrolases, and antimicrobial pep-
tides. Journal of Applied Microbiology 104(1): 1-13.

SAGARPA, 2010. Indicadores basicos del sector alimentario y pesquero 2009. Secre-
taria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

SINGH D, Yadav D. K., Sinha S., Choudhary G. (2013). Effect of temperature, cultivars,
injury of root and inoculums load of Ralstonia solanacearum to cause bacterial wilt
of tomato. Arch. Phytopathol. Plant Protection 47: 1574-1583.

USDA, 2009. World markets and trade: fresh tomatoes. United States Department of
Agriculture. Foreign Agriculture Service.

83



