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Aplicaciéon de bacteriéfagos como una posible alternativa de
biocontroladores contra Ralstonia solanacearum, en cultivos
de banano en la provincia de Los Rios, Ecuador.
Application of bacteriophages as a potential biocontrol
alternative against Ralstonia solanacearum in banana crops in
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RESUMEN

El banano es una fruta que tiene importancia a nivel mundial debido a sus valores nutricionales
y para el Ecuador generando recursos econdmicos, donde a su vez proveen empleo a millones
de familias ecuatorianas. EI moko del banano es una enfermedad causada por Ralstonia
solanacearum, dénde se observa un amarillamiento en la hoja que posteriormente provocara la
muerte de la planta. Esto conllevara a pérdidas econdmicas debido a que ya no se podra
exportar este producto y tratar esta enfermedad generard elevados costos. El Ecuador ha
empleado como estrategias el uso de sustancias quimicas que eliminaran la microbiota normal
del suelo debido a que estas son de amplio espectro y para controlarla se aplica una
cuarentena de seis meses. Por ello, el presente trabajo analiza la capacidad de bacteriéfagos
como controladores biolégicos in vitro de Ralstonia solanacearum estas seran aisladas del

pseudotallo de plantas de banano de la provincia de Los Rios, Ecuador. Al conocer las fases
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de crecimiento de esta bacteria, se realiz6 la infeccion con los bacteriéfagos en las cuatro fases
de la curva de crecimiento de la bacteria y mediante los calculos de promedio y porcentaje se
conocid su efectividad. El uso de bacteriéfagos es una alternativa ecosostenible debido a que
no resulta ser toxico para el ser humano y para los microorganismos que se encuentran en el
suelo.

ABSTRACT

The banana is a fruit of global importance due to its nutritional values and its economic benefits
for Ecuador, providing employment to millions of Ecuadorian families. Banana wilt is a disease
caused by Ralstonia solanacearum, which manifests as yellowing of the leaf and eventually
leads to the plant's death. This results in economic losses as the product can no longer be
exported, and treating the disease incurs high costs. Ecuador has employed strategies such as
using chemical substances that eliminate the soil's normal microbiota due to their broad
spectrum, and a six-month quarantine is applied to control it. Therefore, this study analyzes the
capacity of bacteriophages as in vitro biological controllers of Ralstonia solanacearum, isolated
from the pseudostem of banana plants in the Los Rios province of Ecuador. By understanding
the growth phases of this bacterium, an infection with the bacteriophages was carried out in the
four phases of the bacterial growth curve, and their effectiveness was determined through
average and percentage calculations. The use of bacteriophages is an eco-sustainable
alternative as it is non-toxic to humans and the microorganisms present in the soil.

Palabras clave

Biocontoladores, Bacteri6fagos, Ralstonia solanacearum, Banano, Enfermedad del Moko.
Keywords

Biocontrol agents, Bacteriophages, Ralstonia solanacearum, Banana, Moko disease.

1. Introduccién

El banano es un fruto tropical que tiene interés a nivel mundial por sus propiedades
nutricionales, como: Vitaminas (A, C y B6), acido félico, hidratos de carbono y zinc. Ademas, es
considerado como una de las mejores fuentes de potasio (Jiménez et al., 2020). Es un alimento
basico, posicionado como el cuarto alimento mas importante en el mundo, contribuye a la
seguridad alimentaria. Por otro lado, para los paises exportadores aporta con importantes

ingresos a los productores de banano y genera fuentes de empleo. A nivel mundial el banano
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se ubica en los principales productos agricolas, los mayores importadores son China y la Unién
Europea, siendo los mayores exportadores Ecuador y Filipinas (Leén Ajila et al., 2023). Los
valores nutricionales y la accesibilidad de produccion del banano en todo el afio hacen que
aumente las importaciones mundiales a mas de 13 300 millones de délares (segun estadisticas
de comercio exterior de 93 paises). Direccionado el 55% a Rusia, Estados Unidos, Unién

Europea, Holanda, Turquia y Argentina (FAO, 2022).

En el Ecuador el banano es el segundo recurso que genera mas ingresos a la nacién (El
impacto del comercio del banano en el desarrollo del Ecuador, 2017). En el pais representa el
2% del PIB (Precio interno bruto) general y el 35% del PIB agricola. Hasta el mes de marzo del
2023 se reporté 367 millones de délares en exportacion de banano. El nimero de hectareas

sembradas es 162 236. (Ministerio de Comercio Exterior, 2023).

Los cultivos se ven afectados por varias enfermedades que atacan al banano y platano.
Plantas muséceas que son atacadas principalmente por hongos, seguido de bacterias o virus.
Entre estas encontramos a la mancha foliar eumusae, Mal de Panam4, Moko del banano,
marchitez bacteriana, virus del bunchy top, virus del estriado del platano, virus del mosaico del
platano, entre otras. EI Moko del banano es causada por la bacteria patogena del género
Ralstonia, que pertenece al Dominio Bacteria, Phylum Proteobacteria, Clase
Betaproteobacteria, Orden Burkholderiales, Familia Burkholderiaceae, Género: Ralstonia,
Especie Ralstonia solanacearum raza 2. Esta bacteria es un bacilo Gram negativo de tamafio
0.5-0.7 pm x 1.5-2.5 pm, movil con 1 o 4 flagelos polares, la motilidad varia de acuerdo con la
presencia de flagelos, el tipo de la colonia y la edad del cultivo. Sus hospedantes principales
son: banano, papa, tomate y plantas ornamentales, cuenta con un amplio rango de
hospedadores, que llegan a ser mas de 200 especies entre cultivos y en mas de 50 familias
botanicas diferentes, presentes en Africa, América y Asia; en total 35 paises han reportado su

presencia. (SENASICA, Agricultura, 2013).

La bacteria ataca el sistema vascular de la planta provocando un amarillamiento de la hoja
que se ira debilitando y posteriormente provocando la muerte (AGROCALIDAD, 2020). Su
amplia distribucién ha representado un peligro fitosanitario para el Ecuador (Sanchez, 2021).

La enfermedad producida por R. solanacearum actualmente estd causando pérdidas
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econdémicas en los cultivos de banano (Direccién de Estudios Econémicos y Comerciales,
2023); por su restriccion en la comercializacién y su amplia y rapida propagacion en varias

provincias de la nacion.

En el Ecuador, el género Ralstonia es catalogado como la segunda bacteria més fitopatégena
y enemiga silenciosa del banano. Se cree que ha sido propagada en provincias, como:
Esmeraldas, Manabi, Sucumbios, Los Rios, El Oro y Santo Domingo de los Tséachilas que son
provincias donde mayormente se cultivan plantas musaceas (Manrique, 2023). Es por lo que
la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario o mejor conocida como
AGROCALIDAD la ha declarado un peligro, debido a que esta entidad prioriza la seguridad y
soberania alimentaria, la generacién de empleos (dénde se benefician 1 millén de familias) y
la cantidad de superficies dedicadas, en este caso, al cultivo de banano, que son
representativas en el Ecuador (Muentes, 2022). R. solanacearum ha causado hasta el 100%
de pérdidas econdmicas para los agricultores y, con la grave consecuencia de impedir que se
siga cultivando banano en las zonas afectadas hasta por varios afios (Aguirre, 2023). Para
recuperar estos territorios se necesita de algunos afos e involucra un alto costo (Barrios et al.,
2011). Ademas, su facil adaptabilidad y diseminacion, conlleva a un riguroso control de areas
afectadas y posterior cuarentena por 6 meses, de acuerdo con la Normativa (AGR-
AGROCALIDAD/CSV-2022-000195-M) propuesta por el ente regulador AGROCALIDAD
(Saquicela et al., 2023). En el pais las acciones de control se basan en zonificar el lugar afectado
y tratarse con quimicos, especificamente pesticidas (Cacarin, 2022), que resultaran téxicos
para los seres humanos y eliminaran la microbiota normal del suelo debido a su amplio
espectro de accién (Hernandez et al., 2019). Ademas, R.solanacearum tiene la capacidad de
desarrollar resistencia a los productos quimicos utilizados para su control (Cortéz, 2019).

En la actualidad, en México y Espafia han empleado bacteriéfagos como potenciales
inhibidores de bacterias del género Ralstonia. En México, los bacteri6fagos fueron adicionados
a cultivos liquidos de R. solanacearum en fase exponencial. Se observo que inhibieron el
crecimiento microbiano y se revocé completamente su capacidad infectiva, demostrando su
eficaz efecto litico al estar incluso un fago por cada millon de bacterias presentes en el medio
(Hernandez et al., 2019). El uso de bacteriéfagos en el suelo representa toxicidad que resultara

idéneo para una agricultura ecosostenible y segura (Belén Alvarez y Biosca, 2023).
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En el Ecuador, no se ha encontrado reportes de bacteriéfagos contra R. solanacearum. Los
métodos de control de la enfermedad del Moko del banano, se basan en delimitar el area
donde se encuentran las plantaciones infectadas con R. solanacearum e inyectar en el
pseudotallo glifosato al 20% y herbicidas para las malezas, sustancias quimicas que podrian
afectar a la salud del consumidor y disminuir considerablemente la microbiota benéfica del

suelo (Nufez, 2015; Remache, 2018).

En este contexto, este trabajo investigativo propone el uso de bacteriéfagos como potenciales
inhibidores del crecimiento de R. solanacearum aisladas del pseudotallo de plantas de banano

para determinar la fase ideal de infeccién después de realizar curvas de crecimiento.

2. Materiales y Métodos
2.1 Preparacion de medios de cultivo
= Caldo nutritivo:13,0 g de caldo nutritivo con 1 000 mL de agua.
2.2 Material bioldgico
Todas las cepas bacterianas y los fagos que formaron parte de este estudio fueron
proporcionadas por Biosiembra Nature’s Lab.
2.1 Bacterias (Ralstonia solanacearum)
= Cepa: 077-080_1 (H25)
= Cepa: 081-084 1.1
= Cepa: 068_2
2.2 Fagos
Mezcla de fagos para R. solanacearum aislados de suelos de varias
plantaciones bananeras de la zona Costera del Ecuador.
2.3 Curvas de crecimiento
El procedimiento que se siguid para la realizacion de las curvas de crecimiento es el propuesto
por Yang et al. (2017):
A partir de un cultivo de R. solanacearum en NASYE, se inoculé 5 mL de Caldo Nutritivo (CN)
y se incubd durante la noche a 30 °C, hasta que se obtuvo una densidad éptica igual a 1.0
(DOggo nm = 1.0). Luego se inocularon 25 mL de CN con 125 pL del cultivo del literal anterior y
se incubd con agitacion a 120 rpm por 24 h a 30 °C. La densidad bacteriana se determind

midiendo la Densidad 6ptica (DO) cada hora.
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Se realizaron dos curvas adicionales en las mismas condiciones con una diferencia de 8 h de
la primera curva, para obtener los datos que no lograron ser leidos durante la noche.

2.4 Infeccion de Ralstonia solanacearum con filtrados de fagos
A partir de un cultivo de R. solanacearum en NASYE, se inocularon 5 mL de CN y se incubaron
durante la noche a 30 °C, hasta obtener una densidad 6ptica igual a 1.0 (DOggo nm = 1.0). Luego
se inocularon 25 mL de CN con 125 pL del cultivo del literal anterior y se incubaron con
agitacion a 120 rpm por 24 h a 30 °C. La densidad bacteriana se determiné midiendo la DO
cada hora. Por otro lado, la mezcla de fagos se centrifugd 2 veces por 20 minutos a 4000 rpm o
1788.8 g. Luego se filtré utilizando filtros de jeringuilla de 0.22 pm. Se coloco en un tubo estéril:
500 uL de fagos, 10 mL de CN y 1 mL del cultivo bacteriano, para cada una de las 4 fases de la
curva de crecimiento realizadas. Una vez que transcurrié el tiempo de incubacién de 24 h a 30
°C, se midié la densidad Optica por cada fase (Benson, 1980).

2.5 Caélculos de porcentaje
Al realizar curvas de crecimiento para observar el efecto de bacteri6fagos sobre R.
solanacearum, se calcularon el promedio y el porcentaje de reduccién permitiendo una
evaluacion cuantitativa de la efectividad de los fagos. El promedio de las repeticiones con
fagos redujo el impacto de variaciones experimentales y proporciond una estimacion mas
precisa del efecto, mientras que el porcentaje de reduccién cuantifica el impacto de los fagos
en la densidad 6ptica de R. solanacearum. Estos calculos proporcionaron una visiéon clara de
la magnitud del efecto, facilitaron la comparacion entre tratamientos y optimizaron estrategias
de control.
3. Resultados

3.1 Curvas de crecimiento

= Cepa: 077-080_1 (H25)

Aislada del pseudotallo de una planta de banano obtenida de la provincia de los Rios, Ecuador.
Para conocer el promedio de crecimiento de la bacteria R. solanacearum, cepa 077-080_1
(H25) en las 3 repeticiones realizadas, se utilizd el programa Python, de los valores de
densidades 6pticas (ANEXO 1).

Al hacer el andlisis general, esta bacteria present6 la fase de latencia desde la hora 0 hasta la

3, la fase exponencial se manifiesta desde la hora 3 hasta la hora 10, la fase estacionaria se
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exhibe entre la hora 10 hasta la hora 24, la fase de muerte comienza desde la hora 24 en

adelante y especificamente entre las horas 25y 26 (Tabla 1 y Figura 1).

Tabla 1. Promedio de crecimiento de la cepa: 077-080_1 (H25) aislada del pseudotallo

de R. solanacearum a lo largo de 26h.

Fase Curva Curva Curva
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Hora Hora Hora
Latencia 0-3 0-3 0-3
Exponencial 3-10 3-9 3-10
Estacionaria 10-24 9-24 10-24
Muerte 25 -26 25 -26 25 -26

Curvas de Crecimiento

Fase de latencia
Fase exponencial
0.06F Fase estacionaria
Fase de muerte
Repeticién 1
—e— Repeticién 2
—e— Repeticién 3

0.05

S p.04at

0 5 10 15 20 25
Hora

Figura 1. Curva de crecimiento de la cepa 077-080_1 (H25) de R. solanacearum aislada del
pseudotallo, a lo largo de 26h, con sus 3 repeticiones. El color amarillo indica fase de latencia,

verde indica fase exponencial, azul indica fase estacionaria y rojo indica fase de muerte.

= Cepa081-084_1.1
Aislada del pseudotallo de una planta de banano obtenida de la provincia de los Rios, Ecuador.
Al hacer el andlisis general, esta bacteria presento la fase de latencia desde la hora 0 hasta la
2, la fase exponencial se manifiesta desde la hora 2 hasta la hora 8, la fase estacionaria se
exhibe entre la hora 8 hasta la hora 24, la fase de muerte comienza desde la hora 24 en

adelante (Tabla 2).
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Tabla 2. Promedio de crecimiento de la cepa 081-084_1.1 de R. solanacearum aislada del

pseudotallo, a lo largo de 26h.

Fase Curva Curva Curva
Repeticiéon 1 Repeticién 2 Repeticiéon 3
Hora Hora Hora
Latencia 0-2 0-2 0-2
Exponencial 2-8 2-8 2-8
Estacionaria 8 -24 8-24 8-24
Muerte 25 25 25

Al realizar el analisis general esta bacteria present6 las 4 fases de crecimiento en los mismos

tiempos, con respecto a sus tres repeticiones.

Para conocer el promedio del crecimiento de la bacteria R. solanacearum, cepa 081-084 1.1,
en las 3 repeticiones realizadas se utilizé el programa Python con los datos de densidades
opticas (ANEXO 2). La Figura 2. muestra de una manera mas clara las fases de crecimiento de

la bacteria 081-084 1.1.

Curvas de Crecimiento
0.10

0.09 -

0.08

0.04

Fase de latencia
0.03 Fase exponencial
Fase estacionaria
Fase de muerte
0.02 Repeticién 1

+— Repeticion 2 ——a
—e— Repeticién 3

0 5 10 15 20 25
Hora

Figura 2. Curva de crecimiento de la cepa 081-084_1.1, de R. solanacearum aislada del
pseudotallo, a lo largo de 26 h, con sus 3 repeticiones. Color amarillo indica fase de latencia,

verde indica fase exponencial, azul indica fase estacionaria y rojo indica fase de muerte.

= Cepa068_2

Aislada del pseudotallo de una planta de banano obtenida de la provincia de los Rios,

Ecuador.
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Al hacer el andlisis general, esta bacteria present6 la fase de latencia desde la hora 0 hasta la
2, la fase exponencial se manifiesta desde la hora 2 hasta la hora 8, la fase estacionaria se
exhibe entre la hora 8 hasta la hora 24, la fase de muerte comienza desde la hora 24 en
adelante, usando valores de densidades 6pticas (ANEXO 3). Se utiliz el programa Python,
para mostrar de una manera mas clara las fases de crecimiento de la bacteria 068_2 (Tabla 3.

Figura 3).

Tabla 3. Promedio de crecimiento de la cepa 068_2 de R. solanacearum aislada del

pseudotallo a lo largo de 26h.

Fase Curva Curva Curva
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Hora Hora Hora
Latencia 0-2 0-2 0-2
Exponencial 2-8 2-8 2-8
Estacionaria 8-10 8-10 8-10
Muerte 25 25 \ 25

Al realizar el andlisis general esta bacteria presenta sus 4 fases de crecimiento en los mismos

tiempos, con respecto sus tres repeticiones.

Curvas de Crecimiento

0.09

0.08

0.07

0.06

D.O

0.05

0.04

Fase de latencia
0.03 Fase exponencial
Fase estacionaria
Fase de muerte
Repeticién 1
—e— Repeticién 2
—e— Repeticién 3

0.02

0 5 10 15 20 25
Hora

Figura 3. Curva de crecimiento de la Cepa 068_2, de R. solanacearum aislada del pseudotallo,
a lo largo de 26h, con sus 3 repeticiones. Color amarillo indica fase de latencia, verde indica

fase exponencial, azul indica fase estacionaria y rojo indica fase de muerte.
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3.2 Infeccion de fagos

1. Cepa: 077-080_1 (H25)

Una vez conocidas las fases de crecimiento de la bacteria, se procede a infectarlas con fagos.
Tabla 4. Comparacién de densidades Opticas de la cepa 077-080_1 (H25) de R. solanacearum

infectadas con fagos a lo largo de 24h.

Hora Fase de Densidad  Repeticion 1 Repeticion Repeticion Placa sin
crecimiento Optica Fagos 2 3 Fagos
Fagos Fagos (Solo

Cultivo)
3 Latencia DOsgqo 0,032 0,029 0,030 0,031
10  Exponencial DOg0o 0,041 0,046 0,049 0,059
24  Estacionaria DOgno 0,049 0,055 0,053 0,067
26 Muerte DOsgqo 0,020 0,020 0,021 0,029

Para conocer el porcentaje de disminucién de Ralstonia solanacearum en presencia y
ausencia de fagos, se realizd primero un promedio de los valores obtenidos en las
repeticiones con fagos. Este paso es importante, ya que los valores pueden variar
ligeramente debido a factores experimentales. Calcular el promedio permitié reducir el
efecto de estas variaciones y obtener una estimacién mas precisa del efecto de los
bacteri6fagos en relaciéon a la densidad 6ptica. Para ello se utilizé la siguiente férmula

propuesta por Mochén y Tlachy Anell (2003):

DOgpgoRepeticion 1 + DOggoo Repeticion 2 + D0gyoo Repeticion 3
3

Promedio = ( ) (D

Los resultados obtenidos al aplicar la mencionada férmula se observan en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de promedio de la cepa 077-080_1 (H25) de R. solanacearum

Fase de Hora Promedio
crecimiento (DO)
Latencia 3 0,0303

Exponencial 10 0,0453

Estacionaria 24 0,0523
Muerte 26 0,0203




246 Una vez obtenidos los datos de densidad éptica en presencia y ausencia de fagos, se
247 procedio a calcular el porcentaje de reduccion con respecto al control sin fagos, mediante
248 la féormula de Mendoza y Block (2010):

DOgqp sin fagos — Promedio DOgy, con fagos

Porcentaje de reducciéon = X 100 2

DOgyo sin Fagos

249

250 Los resultados obtenidos indican que las densidades épticas con fagos tienen reducciones que
251  van del 2.26 % al 26,87 % en comparacion con el control sin fagos. Demostrandose que el

252 porcentaje méas bajo es en la fase de latencia y el mas alto en la fase estacionaria. (Tabla 6)

253
254 Tabla 6. Valores de porcentaje de disminucién de los tratamientos con fagos de la cepa 077-
255 080_1 (H25) de R. solanacearum
Fase de Hora Porcentaje
crecimiento
Latencia 3 2.26 %
Exponencial 10 23.22%
Estacionaria 24 26,87 %
Muerte 26 21.94 %
256
257 2. Cepa081-084 1.1
258 Una vez conocidas las fases de crecimiento de la cepa 081-084 1.1, se procede a
259 infectarla con fagos.
260
261 Tabla 7. Comparacién de densidades Opticas de la cepa 081-084 1.1 de R. solanacearum
262 infectadas con fagos a lo largo de 24h.
Repeticibn  Repeticion  Repeticion  Placa sin
Fase de Hora Densidad 1 2 3 Fagos
crecimiento Optica Placacon Placa con Placa con (Solo
Fagos Fagos Fagos Cultivo)
Latencia 2 DO¢oo 0,053 0,049 0,051 0,059
Exponencial 8 DOsgqo 0,058 0,057 0,061 0,089
Estacionaria 10 DOsgno 0,071 0,064 0,069 0,098
Muerte 27 DO¢oo 0,016 0,013 0,015 0,018
263 Para conocer el porcentaje de disminucién de Ralstonia solanacearum en presencia y

264 ausencia de fagos, se realiz6 primero un promedio de los valores obtenidos en las
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repeticiones con fagos (Tabla 7). Este paso es importante, ya que los valores pueden variar
ligeramente debido a factores experimentales. Calcular el promedio permitié reducir el
efecto de estas variaciones y obtener una estimacion mas precisa del efecto de los
bacteriéfagos de acuerdo con la densidad 6ptica. Para este calculo se utilizé la férmula

sugerida por Mochén y Tlachy Anell (2003):

) DOggooRepeticion 1 + DOgygo Repeticion 2 + D0gyo Repeticion 3
Promedio = ( 3 > (D

La férmula permitié obtener el promedio de las DO de acuerdo con el promedio de cada fase

de la curva de crecimiento de Ralstonia solanacearum. (Tabla 8)

Tabla 8. Valores de promedio de la cepa 081-084 1.1 de R. solanacearum

Fase de Hora Promedio
crecimiento (DO)
Latencia 2 0.051

Exponencial 8 0.05867

Estacionaria 10 0.068
Muerte 27 0.01467

Una vez obtenidos los datos de densidad éptica en presencia y ausencia de fagos, se
procedio6 a calcular el porcentaje de reduccion con respecto al control sin fagos. La formula
empleada fue de Mendoza y Block (2010):

DOgqp sin fagos — Promedio DOgy, con fagos
Porcentaje de reducciéon = 000 fag - 000 fag x 100 (2)
DOgo sin Fagos

Los resultados evidencian que el promedio de reducciéon mas bajo de la infeccién de fagos
a las cepas de R, solanacearum se da en la fase de latencias (13,56 %), mientras que la

reduccién mas alta se presenta en la fase exponencial (30,61 5. (Tabla 9)
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Tabla 9. Valores de porcentaje de disminucién de los tratamientos con fagos de la cepa 081-

084 1.1 de R. solanacearum

Fase de Hora Porcentaje
crecimiento de
reduccién
Latencia 2 13.56 %

Exponencial 8 34.10 %

Estacionaria 10 30.61 %
Muerte 27 18.50 %

Estos resultados indican que las densidades épticas con fagos tienen reducciones que van del

13.56 % al 34,10 % en comparacion con el control sin fagos.

3. Cepa068_2
Una vez conocidas las fases de crecimiento de la cepa 068_2, se procede a infectarla con
fagos. La Tabla 10 muestra los resultados de los valores obtenidos al medir las DO en cada
una de las repeticiones infectadas y no infectadas con bacteriéfagos.
Tabla 10. Comparacién de densidades 6pticas de la cepa 068_2 de R. solanacearum

infectadas con fagos a lo largo de 24h.

Repeticibn  Repeticibn  Repeticion  Placa sin

Fases de Hora Densidad 1 2 3 Fagos
crecimiento Optica Placacon Placa con Placa con (Solo
Fagos Fagos Fagos Cultivo)
Latencia 2 DO¢oo 0,050 0,048 0,044 0,053
Exponencial 8 DOgqo 0,061 0,055 0,058 0,088
Estacionaria 10 DOsgqo 0,071 0,061 0,063 0,094
Muerte 27 DOsg0o 0,017 0,015 0,016 0,017

Para conocer el porcentaje de disminucién de Ralstonia solanacearum en presencia y
ausencia de fagos, se realiz6 primero un promedio de los valores obtenidos en las
repeticiones con fagos. Este paso es importante, ya que los valores pueden variar
ligeramente debido a factores experimentales. Calcular el promedio permitié reducir el
efecto de estas variaciones y a obtener una estimacion mas precisa del efecto de los
bacteriéfagos con relacion a las mediciones de las densidades Opticas obtenidas. Para
conocer el promedio de las DO se utilizo la formula siguiente: Mochon y Tlachy Anell

(2003):



) DOggooRepeticion 1 + DOgygo Repeticion 2 + D0gyo Repeticion 3
Promedio = ( 3 > (D
307 Los resultados obtenidos en la formula respectiva se muestran en la Tabla 11.
308
309 Tabla 11. Valores de promedio de la cepa 068_2 de R. solanacearum
Fase de Hora Promedio
crecimiento (DO)
Latencia 2 0.0473
Exponencial 8 0.058
Estacionaria 10 0.065
Muerte 27 0.016
310 Una vez extraidos los datos de densidad Optica en presencia y ausencia de fagos, se
311 procedio a calcular el porcentaje de reduccién con respecto al control sin fagos, utilizandola
312 misma férmula anterior de Mendoza y Block (2010). El porcentaje de reduccién en esta
313 cepa estudiada fue de 5,88 % en la fase muerte, seguido de 10.75 %en la fase de latencia,
314 30.85 % en la fase estacionaria y el mas alto porcentaje de reduccién exponencial con un
315 valor de 34.09 % (Tabla 12).
316
DOgq sin fagos — Promedio DOgy, con fagos
Porcentaje de reducciéon = 600 fag - 600 fag X 100 2)
DOgyo sin Fagos
317
318 Tabla 12. Valores de porcentaje de disminucién de los tratamientos con fagos de la cepa
319 068_2 de R. solanacearum

Fases de Hora Porcentaje
crecimiento de
reduccion
Latencia 2 10.75 %

Exponencial 8 34.09 %

Estacionaria 10 30.85 %
Muerte 27 5.88 %

320 Estos resultados indican que las densidades épticas con fagos tienen reducciones que van del
321  10.56 % al 34, 09% en comparacion con el control sin fagos.
322

323
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1. Discusién
Una vez que se obtuvo las 4 fases de crecimiento de las 3 diferentes cepas de Ralstonia
solanacearum, se infect6 en cada una de esas fases con fagos, donde se obtuvo que hay una
inhibicion de Ralstonia solanacearum desde el 2.26% hasta el 34.10%, siendo la fase
estacionaria y exponencial dénde hubo mayor efecto de inhibicién. Para conocer el porcentaje
de disminucién se calcul6 el promedio de las diferentes densidades Opticas y posteriormente se
sacé el porcentaje. Esta disminucion se puede corroborar con el articulo de Halawa (2023),
donde menciona que los bacteriéfagos muestran tienen precision para infectar la bacteria de
Ralstonia solanacearum. Y esto se debe a su a capacidad de identificar, unirse, multiplicarse y
lisar especificamente las células bacterianas.
Un ejemplo de la inhibicion de la bacteria Ralstonia solanacearum con ayuda de los
bacteriéfagos es el estudio realizado por Herndndez-Romano et al. (2019), donde utiliza
bacterias aisladas de tomate y se obtuvo que se anulé completamente el incremento en la
densidad éptica representando el 99% de inhibicidn, lo que indica que el bacteriéfago ejercié su
efecto litico, incluso cuando se utilizé un fago por cada millén de bacterias presentes en el
medio. El bacteriéfago logré estar estable debido a que se utilizaron soluciones salinas con una
composicién quimica de sulfatos y fosfatos permitiendo mantenerse estable al bacteriéfago.
(Baroukh et al., 2022) Se podria agregar solucion salina que proporciona un entorno estable
para el crecimiento y supervivencia del bacteriéfago, permitiendo una mayor diseminacion de la
bacteria (Infante et al., 2012; Sedighian et al., 2020).
Clokie et al. (2011) menciona que existen diferentes cepas tanto de bacteri6fagos como de R.
solanacearum, y no todos los fagos son igualmente efectivos contra todas las cepas de la
bacteria (Dion et al., 2020).
La infeccién de R. solanacearum con bacteriéfagos en muestras obtenidas del pseudotallo de
plantas de banano es una estrategia eficaz debido a las caracteristicas particulares de este
tejido. El pseudotallo contiene una gran cantidad y diversidad de bacterias, que son los
hospedadores naturales de los bacteri6éfagos, y puede acumular una mayor concentracion de
bacterias patégenas en comparacion con otras partes de la planta (Saquicela Cruz et al.,
2023). Esto puede deberse a su posicidon central en la planta, que facilita la acumulacién de

residuos y microorganismos. En el pseudotallo, la abundancia de bacteriéfagos puede ser 10-
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20 veces mayor que la de las células bacterianas hospedadoras, lo que facilita el aislamiento e
identificacién de fagos especificos para cepas bacterianas de interés. Al obtener muestras del
pseudotallo se accede directamente a los tejidos internos de la planta, donde pueden
encontrarse bacterias que no estan presentes en la superficie, o que es especialmente (til
para el estudio de infecciones bacterianas que afectan internamente a la planta (Blasco et al.,
2023).

El uso de bacteriéfagos podria formar parte de programas de gestién sostenible: como manejo
integrado de plagas y cultivos organicos (Biosca et al., 2021), ya que estos virus no son téxicos
para el ambiente, promueve la salud del suelo y del consumidor. A su vez son eficaces en
muestras de pseudotallo de plantas de banano como se observo en este estudio. Ademas, esto
puede conllevar a que los fagos podrian agregarse a los sistemas de riego y asi prevenir de

una mejor manera que los cultivos se infecten con por R. solanacearum.

4. Conclusiones

En el presente estudio, se investigd el efecto de los bacteri6fagos en la inhibicion de Ralstonia
solanacearum, un patdgeno bacteriano que afecta a los cultivos de banano. Observandose una
inhibiciébn que oscilé entre el 2.26% y el 34.10%, durante las 4 fases de crecimiento de la
bacteria; en las fases estacionaria y de latencia fue donde hubo mayor inhibicion de la bacteria.
Ademas, se determin6 que la infeccion de bacteriéfagos en muestras de pseudotallo de banano
puede acumular una mayor concentracion de bacterias patégenas en comparacién con otras
partes de la planta, permitiendo acceder directamente a los tejidos internos donde pueden
encontrarse bacterias que no estan presentes en la superficie, o que es especialmente (til

para el estudio de infecciones bacterianas que afectan internamente a la planta.
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5. Anexos Suplemeb2@rios

521 5.1 Curvas de crecimiento

522 ANEXO 1. Valores de densidades Opticas de la cepa 077-080_1 (H25) de R. solanacearum a lo

523 largo de 26h.

Curvas de Crecimiento

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

HORA D.O Hora D.O. HORA D.O

0 0,029 0 0,027 0 0,028

1 0,028 1 0,028 1 0,03

2 0,03 2 0,029 2 0,031

3 0,03 3 0,031 3 0,033

4 0,03 4 0,033 4 0,035

5 0,032 5 0,034 5 0,037

6 0,033 6 0,038 6 0,04

7 0,036 7 0,042 7 0,042

8 0,04 8 0,049 8 0,046

9 0,047 9 0,055 9 0,048

10 0,048 10 0,057 10 0,05

24 0,065 24 0,06 24 0,056

25 0,061 25 0,042 25 0,039

26 0,022 26 0,019 26 0,02
524
525
526
527
528
529
530
531
532

533



534 ANEXO 2. Valores de densidades 6pticas de la cepa 081-084 1.1 de R. solanacearum, a

535 lo largo de 27h.

Curvas de Crecimiento

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
HORA D.O Hora D.O. HORA D.O

0 0,052 0 0,048 0 0,044
1 0,053 1 0,053 1 0,046
2 0,057 2 0,061 2 0,056
3 0,062 3 0,064 3 0,059
4 0,069 4 0,072 4 0,068
5 0,078 5 0,077 5 0,069
6 0,079 6 0,082 6 0,071
7 0,08 7 0,089 7 0,074
8 0,082 8 0,091 8 0,075
9 0,083 9 0,095 9 0,077
10 0,086 10 0,097 10 0,08
24 0,021 24 0,0184 24 0,0191
25 0,02 25 0,0175 25 0,0185
26 0,019 26 0,0166 26 0,0183
27 0,016 27 0,0155 27 0,0179

536

537 ANEXO 3. Valores de densidades 6pticas de la cepa 081-084_ 1.1 de R. solanacearum,

538 alolargo de 27h.

Curvas de Crecimiento
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
HORA D.O Hora D.O. HORA D.O

0 0,041 0 0,043 0 0,044
1 0,045 1 0,046 1 0,046
2 0,055 2 0,049 2 0,056
3 0,068 3 0,057 3 0,059
4 0,073 4 0,068 4 0,068
5 0,076 5 0,07 5 0,074
6 0,077 6 0,073 6 0,082
7 0,077 7 0,078 7 0,087
8 0,078 8 0,079 8 0,09
9 0,081 9 0,08 9 0,093
10 0,083 10 0,083 10 0,095
24 0,0179 24 0,0191 24 0,0191
25 0,0173 25 0,0185 25 0,0185
26 0,0169 26 0,0183 26 0,0183
27 0,0166 27 0,0179 27 0,0179
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