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RESUMEN. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) es el agente causal del tizén de halo del cultivo de frijol.
El manejo de esta enfermedad estd basado en antibi6ticos agricolas o compuestos a base de cobre. Una alternativa
es el control biolégico con virus bacterianos (bacteriéfagos). Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue evaluar el
efecto de bacteriéfagos nativos del estado de Zacatecas en el control de cepas virulentas de Psph. Se realizaron tres
experimentos: 1) se evalué la patogenicidad y virulencia de seis cepas de Psph y la cepa de referencia 1448A en ejotes
y plantas de frijol variedad Negro Bolita; 2) se evalué la virulencia de las tres cepas mas agresivas en la variedad Flor
de Mayo que presenta mayor tolerancia al tizén de halo; y 3) se evaluaron siete bacteriéfagos para determinar el control
biol6gico del tizén en la cepa nativa Psphl y la cepa 1448A en ejotes de frijol variedad Flor de Mayo. Se cuantificé el
area del tizén de halo en mm?, se encontré que las seis cepas Psph nativas fueron patogénicas en ejotes y plantas de
frijol; la virulencia de mayor a menor grado fue: 1448A (7.5 mm?); Psph67 (5.3 mm?) y Psphl (3.8 mm?2). Solo un
bacteriéfago (F2) redujo de forma significativa (p < 0.05) un 60% el area provocada por la cepa 1448A en ejotes. Los
resultados sugieren que la tecnologia de los bacteriéfagos podria ser una estrategia para el control biolégico del tizén
de halo del cultivo de frijol en la agricultura mexicana.
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ABSTRACT. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) is the causal agent of halo blight in bean. Management
of this disease is based on agricultural antibiotics or copper-based compounds. An alternative is biological control
with bacterial viruses (bacteriophages). Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of bacteriophages
native to the state of Zacatecas in the control of virulent strains of Psph. Three experiments were carried out: 1) the
pathogenicity and virulence of six strains of Psph and the reference strain 1448A were evaluated in green beans and
Negro Bolita variety bean plants; 2) the virulence of the three most aggressive strains was evaluated in the Flor de
Mayo variety, which shows greater tolerance to halo blight; and 3) seven bacteriophages were evaluated to determine
the biological control of the blight in the native strain Psphl and strain 1448A in Flor de Mayo variety green beans.
The halo blight area was quantified in mm?; it was found that the six native Psph strains were pathogenic in green
beans and bean plants. Virulence from highest to lowest degree was: 1448A (7.5 mm?); Psph67 (5.3 mm?) and Psphl
(3.8 mm?). Only one bacteriophage (F2) significantly reduced (p < 0.05), by 60%, the area caused by strain 1448A in
green beans. The results suggest that bacteriophage technology could be a strategy for the biological control of halo
blight in bean in Mexican agriculture.
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INTRODUCCION

El tizén de halo del frijol provocado por Pseu-
domonas syringae pv. phaseolicola (Psph), es una
enfermedad importante del frijol, llegando a provo-
car pérdidas de hasta un 43% de la produccién
(Schwartz 1989); al respecto Lépiz et al. (2015)
indican que en Jalisco esta enfermedad causa dafios
severos, con pérdidas mayores al 50%. En México el
frijol es un cultivo de gran importancia econémica
debido a que es la segunda leguminosa en im-
portancia comercial, al ser uno de los alimentos
mas consumidos (Lara-Flores 2015). Su cultivo se
desarrolla principalmente en los estados del centro-
norte de México, donde el tizén de halo es uno de
los principales problemas fitosanitarios (Prudencio-
Sains et al. 2008). Para el control efectivo de
esta enfermedad dentro del marco de la agricul-
tura sustentable se encuentra el control biolégico,
que consiste en la aplicacién de enemigos vivos
para combatir el establecimiento y desarrollo de los
agentes fitopatégenos (Reyes-Tena et al. 2015).
Se conocen virus capaces de romper o lisar célu-
las bacterianas fitopatégenas llamados bacteriéfa-
gos, los cuales fueron descubiertos por D'Herelle, al
encontrar placas de lisis sobre cultivos bacterianos
(D'Herelle 1917). El desarrollo de la aplicacién de
los bacteriéfagos dentro del control biolégico en la
agricultura se detuvo por el uso de antibidticos, los
cuales fueron efectivos y de facil produccién. Sin
embargo, en la actualidad el desarrollo de resistencia
a antibidticos por parte de las bacterias fitopatége-
nas, conlleva a la bisqueda de nuevas alternativas
de manejo y control, donde el empleo de bacteriéfa-
gos tiene potencial de aplicacién (Frampton et al.
2012).

Estudios recientes muestran que los
bacteriéfagos son efectivos en la disminucién
del dafio causado por bacterias fitopatdgenas, al
respecto Adachi et al. (2012) encontraron que
el bacteri6fago BGPP-Ar controlé a las bacte-
rias Burkholderia glumae y Burkholderia plantarii
agentes causales de la pudricién de plantas de arroz,
al inocularse en concentraciones de 1x10°-1x108%,
disminuyendo la podredumbre de plantulas. Pero
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los bacteri6fagos son sensibles a las condiciones am-
bientales, como la radiacién solar, la temperatura
y la desecacién (Iriarte et al. 2007), por ello se
han desarrollado formulaciones de proteccién para
aumentar la actividad residual e incrementar su efi-
cacia y fiabilidad (Balogh et al. 2010). En este
sentido, Balogh et al. (2008) evaluaron diferentes
bacteriéfagos co-inoculados con leche descremada
y bactericidas a base de cobre contra Xanthomonas
axonopodis pv. citri y citrumelo agentes causales
del cancro de los citricos bajo invernadero, repor-
tando una disminucién promedio del 59% de la
enfermedad. Mientras que Iriarte et al. (2012) al
evaluar bacteriéfagos inoculados en la rizésfera de
plantas de tomate encontraron una prevalencia y
translocacion de los bacteriéfagos en diferentes teji-
dos de la planta, ademas del control de la marchitez
bacteriana mediante la inoculacién de mezclas de
bacteriéfagos tres dias antes de la inoculacién de
las bacterias fitopatégenas Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas perforans y Xanthomonas euvesica-
toria. Con base en lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de bacteriéfagos na-
tivos de Zacatecas en el control de cepas virulentas
de Psph en ejotes frescos de frijol.

MATERIALES Y METODOS

Origen de las cepas bacterianas utilizadas

De una coleccién de 85 aislados de Pseu-
domonas sp. del banco de bacterias del area de
fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia Vegetal
del CIATEJ, se identificaron seis cepas como P.
syringae pv. phaseolicola mediante anélisis de am-
plificacién de la regién ITS (Intergenic Transcribed
Spacer); con la metodologia propuesta por Jensen
et al. (1993), lo que produce informacién de la
variacién en longitud y secuencia del ADN ribo-
somal 16S-23S tipica de la especie bacteriana bajo
estudio; informacién que fue comparada con la cepa
tipo 1448A (Joardar et al. 2005). Las cepas es-
tudiadas fueron: Psphl, Psph58, Psph67, Psph69,
Psph74 y Psph82, que se aislaron del follaje de plan-
tas de frijol con tiz6n de halo de las variedades Flor
de Mayo, Bayo y Negro Bolita de parcelas de Calera,
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General Enrique Estrada y Fresnillo, municipios del
estado de Zacatecas, en el ciclo agricola de tem-
poral 2014. El tejido vegetal enfermo se mantuvo
a 4 °C antes de procesarse para el aislamiento con
el método de dilucién decimal en medio de cultivo
estéril selectivo King B (2% de peptona de carne,
8.5 mM de KoHPO?, 6.06 mM de Mg2S04, 1.2%
de glicerol, pH de 7.2, y 1.6% de agar).

Evaluaciéon de la patogenicidad de Psph en
ejote de frijol

Se realiz6 un experimento para determinar la
capacidad de las seis cepas aisladas de Psph para
producir tizén de halo en ejotes de plantas de frijol
variedad Flor de Mayo. Se evaluaron los volimenes
de 5, 10, 15 y 20 ulL de una suspensién bacteriana
de 2x108 UFC mL~!'. Como control negativo se
empled inéculo de la cepa DH5« de Escherichia coli
(no fitopat6gena) y como control positivo la cepa
tipo 1448A de Psph con alta capacidad de virulencia
(Joardar et al. 2005). La unidad experimental (UE)
fue un ejote de una longitud de entre 8 y 10 cm con
los cuatro voliimenes de indculo por cepa de Psph
mas la cepa de E. coli. Los ejotes se produjeron
bajo condiciones de invernadero sin aplicacién de
bactericidas o fungicidas, cosechados entre 45 y 50
d despues de la siembra. Para la inoculacién de
las bacterias se realiz6 un orificio con una aguja de
diseccién estéril, posteriormente en cada orificio se
depositaron las diferentes concentraciones de sus-
pensién bacteriana del menor al mayor volumen y al
final la cepa DH5« (Figura 1). Las UE se colocaron
sobre papel absorbente himedo dentro de una caja
de plastico cerrada a temperatura constante de 26
°C para favorecer la infeccién. Después de 96 h
se registraron las lesiones causadas por las cepas de
Psph, y si causaban clorosis, necrosis o tizén de halo.

Determinaciéon de la virulencia de las cepas
Psph

Para evaluar la severidad del tizén de halo
de las cepas de Psph se usaron ejotes con dos
dias de cosecha de la variedad Negro Bolita y
Flor de Mayo. En el primer ensayo se evaluaron
8 tratamientos: Psphl, Psph58, Psph67, Psph69,
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Psph74, Psph82, 1448A y DH5a, en la variedad
Negro Bolita. Luego se realizé un experimento con
4 tratamientos en la variedad Flor de Mayo, las dos
cepas con mayor virulencia del primer experimento
(Psphl y Psph67) y como testigo las cepas 1448A
y BV007 de Bacillus pumilus, en ambos experimen-
tos se empled un disefio completamente al azar con
10 repeticiones por tratamiento. En cada ejote se
inocularon 20 ulL de suspensién bacteriana a con-
centracién de 2x10® UFC mL~!. Se determiné el
area afectada del tejido vegetal mediante el registro
del didmetro del tizén de halo. Los datos del area
se analizaron mediante analisis de varianza (p <
0.05) y prueba de comparacién multiple de medias
de Tukey (p < 0.05).

E. coli

Figura 1. Esquema de la inoculacién de dis-
tintos volimenes de Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola y la cepa DH5« de Es-
cherichia coli para evaluar su patogenicidad
en ejote de frijol.

Evaluacion de la patogenicidad de Psph en
plantas de frijol

Se realizé6 un experimento en el que se
evaluaron las cepas Psphl, Psph58, Psph67,
Psph69, Psph74, Psph82, 1448A y DHb5a
en las variedades de frijol Negro Bolita, con
crecimiento indeterminado tipo Il; Flor de Mayo con
crecimiento indeterminado tipo Ill; Pinto Saltillo
con crecimiento indeterminado tipo Il y Azufrado
con crecimiento determinado tipo |, usando tres
plantulas por variedad de frijol. Las semillas de
frijol se depositaron dentro de tacos para su germi-
nacién por ocho dias, posteriormente las plantulas
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se trasplantaron a macetas de unicel de 1 L de ca-
pacidad, con 800 g de sustrato estéril compuesto por
60% de arena, 30% de suelo, 8% de sunshine@8 y
2% de vermicomposta. Las plantulas se inocularon
con 25 ul de cultivo bacteriano a concentracién
de 2x10% UFC mL~!. El inéculo se colocé en el
foliolo apical de las primeras dos hojas compuestas
(Figura 2), para lo cual se realizaron microheridas
en el tejido foliar con carburo de silicio.

Incculacidyg

Figura 2. Esquema indicando los
sitios de inoculacién (flechas negras) de
las cepas de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (psph) en el foliolo apical
de las primeras dos hojas trifoliadas en
plantas de frijol.

Biocontrol del tizéon de halo provocado por
Psph mediante bacteriéfagos en ejotes de frijol

Se evaluaron los bacteriéfagos: fagol (F1),
fago2 (F2), fago3 (F3), fago4 (F4) y fago5 (F5),
aislados de la cepa 1448A y un bacteriéfago ais-
lado de la cepa Psphl (F1.1). Se emplearon
ejotes frescos de la variedad Flor de Mayo en un
experimento con los siguientes tratamientos: sin
fago (1448A), F1 (1448A+F1), F2 (1448A+F2), F3
(1448A+F3), F4 (1448A+F4), F5 (1448A+F5), F6
(1448A+F6); otros dos tratamientos se inocularon
con la cepa Psphl, mas los siguientes tratamien-
tos: sin fago (Psphl) y F1.1 (Psph1+F1.1); en el
altimo tratamiento se aplicé H2O. Se inocularon
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20 pl de suspensién bacteriana a concentracién de
2x10% UFC mL~!. Quince minutos después de la
inoculacién bacteriana se colocaron 40 pl de sus-
pensién de bacteriéfagos a concentracién de 4x10%
unidades formadoras de placa (UFP) mL~!. En
cada ejote se colocaron cinco tratamientos (Figura
3), con seis repeticiones. Se determiné el area de
dafio del tizén de halo mediante la medicién del
didmetro del halo de maceracién. Los datos se
sometieron a analisis de varianza (p < 0.05) y prue-
bas de comparacién de medias de Tukey (p < 0.05).

RESULTADOS

Evaluaciéon de la patogenicidad de Psph en
ejote

Las cepas de Psphl, Psphb4, Psph67,
Psph69, Psph74 y Psph82 provocaron sintomas
tipicos del tizén de halo del frijol con halos cloréti-
cos y necréticos (Figura 4A). Por lo que todas las
cepas fueron patogénicas para ejotes de frijol de la
variedad Flor de Mayo, presentando los mayores sin-
tomas al inocular un volumen de 20 ulL del inoculo
bacteriano (Figura 4B).

Determinacién de la virulencia de Psph en ejote
de frijol

Las diferentes cepas de Psph evaluadas en el
ensayo fueron virulentas al mostrar distinto grado
de sintomatologia del tizén de halo en ejotes de la
variedad Negro Bolita, que es un material suscep-
tible a esta enfermedad; lo que produjo diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) en el area
de dafio provocada por el tizén de halo (Figura 5A,
B). El control positivo 1448A fue altamente viru-
lento al mostrar la mayor area de dafio en los halos
acuosos, seguido de la cepa Psphl que fue estadisti-
camente similar a las cepas Psph58, Psph67, Psph69
y Psph74. Las cepas que mostraron el menor nivel
de virulencia fueron las cepas Psph82, Psph58,
Psph67, Psph69 y Psph74. Mientras que el control
negativo (DH5a) no mostré dafios por enfermedad,
mostrando sélo dafios mecanicos ocasionados du-
rante la inoculacién. Presentando de mayor a menor
grado de virulencia las cepas Psph1448A, Psphly
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Figura 3. Esquema de la inoculacién de los diez tratamientos del
biocontrol del tizén de halo provocado por Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola (psph) a través de bacteriéfagos (F) empleando
ejotes de frijol.

(A) o

Presencia de sintomas del tizén de hale de frijol

DHb5a Paphi? Psph&9 PsphTd Psphbs Psphi 7 Psphl  Psph1448A
Cepa bacteriana fitopatdgena
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Figura 4. Patogenicidad de seis aislados de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) en ejotes de
frijol variedad Flor de Mayo. (A) Observacién de sintomas del tizén de halo en ejotes de frijol en aislados de
Psph, de la cepa tipo 1448A (barra gris) y de la cepa DH5«a de E. coli; valor 0 = sin sintomas; valor 1= con
sintomas. (B) Dafio mostrado por la cepa Psph67 en ejote de frijol al inocular 5, 10, 15 y 20 ul de bacteria
(2x108 UFC mL~1).
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Figura 5. Virulencia de cepas de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) cuantifi-
cadas mediante el dafio ocasionado en ejote de frijol variedad Negro Bolita. (A) Anélisis
estadistico del area enferma. Letras diferentes indican diferencias estadisticas de acuerdo a
Tukey (p < 0.05). Las barras en cada rectangulo indican + el error estandar. DH5« es una
cepa de E. coli. La barra gris corresponde a la cepa Psph1448A. (B) Vista general de la
virulencia provocadas por las distintas cepas bacterianas (Psph y E. coli).
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Figura 6. Virulencia de cepas de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) cuantificadas mediante
el dafio ocasionado en ejote de frijol variedad Flor de Mayo. (A) Analisis estadistico del area enferma.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas de acuerdo con Tukey (p < 0.05). Las barras en cada
rectangulo indican + el error estandar. BV0O7 es una cepa de Bacillus pumilus. La barra en gris representa
a la cepa control (1448A). (B) Vista general de la virulencia provocada por las distintas cepas bacterianas

(Psph y BV007).

Psph67; por lo que se evaluaron en una variedad
de frijol con mayor tolerancia a la enfermedad, para
lo cual se empleé la variedad Flor de Mayo.

En la prueba de patogenicidad realizada so-
bre ejotes variedad Flor de Mayo, se encontraron
diferencias estadisticas (p < 0.05) en el area de
dafio del tizén de halo en las tres cepas de Psph

DOI: 10.191586/era.abn14.1159

(Figura 6A). La cepa Psph1448A mostré la mayor
area de dafio (Figura 6A, B). De las cepas nativas
de Zacatecas (Psph67 y Psphl) las dos mostraron
dafio por la enfermedad, pero la cepa Psph67 tuvo
mayor virulencia (Figura 6A, B). Para el experi-
mento de biocontrol con bacteriéfagos se empled
solo la cepa con mayor virulencia, provocando los
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Figura 7. Sintomas del tizén de halo (manchas cloréticas o necréticas) en hojas de frijol de
distintas variedades producidas por diferentes cepas bacterianas: a) Psph1448A; b) Psph74; c)
Psph69; d) DH5« de E. coli; e) Psphl; f) Psph58; g) Psph67; h) Psph82.

seis bacteriéfagos lisis a nivel in vitro; ademas de la
cepa con menor virulencia (Psphl) con uno de sus
bacteriéfagos liticos (F1.1).

Evaluaciéon de la patogenicidad de Psph en
plantas de frijol

La patogenicidad de las cepas de Psph se
evalué en plantas de frijol por observacion de la
presencia o no de halos cloréticos producidos por
la bacteria fitopatégena. A partir de estas observa-
ciones de la sintomatologia en las plantas inoculadas
con Psph se determiné que todas las cepas Psph
tuvieron sintomas tipicos de la enfermedad, prin-
cipalmente en el control positivo 1448A, mientras
que el control negativo la cepa DH5« de E. coli no
present6 sintomas de tizén de halo (Figura 7).

Evaluacion de Ila efectividad de siete
bacteri6fagos para el biocontrol de Psph en
ejotes de frijol

Se encontraron diferencias estadisticas entre
tratamientos (p < 0.05), presentando los controles
sin bacteri6fago (Psph1448A y Psphl) la mayor
area de dafio (Figura 8A, B). La inoculacién con
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el bacteriéfago F2 disminuyé de forma significativa
(p < 0.05) el area de dafio provocado por la cepa
Psph1448A de Psph (Figura 8A). Los bacteriéfagos
F1, F3, F4 y F6 tuvieron un area de dafio estadis-
ticamente similar a la provocada cuando no hubo
bacteriéfago (tratamiento 1448A sin bacteriéfago).
Por otro lado, el tizén de halo en el tratamiento
donde se aplic6 el bacteriéfago F1.1 de la cepa
Psphl fue estadisticamente similar al dafio provo-
cado por la cepa Psphl. El bacteriéfago F2 mostré
una reduccién significativa del tizén de halo del
60% con respecto al tratamiento sin bacteriéfago
en ejotes de frijol de la variedad Flor de Mayo.

DISCUSION

Las diferentes cepas de P. syringae pv.
phaseolicola mostraron sintomas de tizén de halo
en todas las pruebas de patogenicidad realizadas en
ejote; la cepa 1448A mostré mayor grado de viru-
lencia, debido a que es modelo de estudio de esta
enfermedad (Joardar et al. 2005, Mansfield et al.
2012). El grado de virulencia de esta cepa se re-
flej6 en los resultados obtenidos al provocar mayor
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Figura 8. Control bioldgico del agente causal del tizén de halo Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph)
por efecto de la inoculacién de bacteriéfagos (F1, F2, F3, F4, F5, F6 y F1.1) en ejotes de frijol de la variedad
Flor de Mayo. (A) Letras diferentes indican diferencias estadisticas de acuerdo con Tukey (p < 0.05). Las
barras en cada rectangulo indican + el error estandar; las barras grises son tratamientos sin bacteriéfagos. Sin
fago y sin bacteria equivale a inocular H2O. (B) Disminucién del tizén de halo por efecto de la inoculacién

de bacteriéfagos en las cepas 1448A o Psphl.

dafio en los ejotes de las variedades de frijol em-
pleadas; las cepas Psphl y Psph67 también fueron
virulentas, aunque estadisticamente menos virulen-
tas que la 1448A. Debido a que todas las cepas
fueron patogénicas en ejotes y en plantas de frijol,
fue necesario aislar bacteriéfagos con actividad litica
especifica contra esas cepas de Psph. A pesar de
que la actividad litica de los bacteriéfagos puede ser
amplia en distintas cepas bacterianas de una misma
especie, es comin que presenten especificidad por
alguna cepa o grupo de cepas particular, por lo que
es un requisito importante emplear cepas nativas de
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Psph para el aislamiento de bacteriéfagos especifi-
cos de la zona donde se encuentra la problematica
a resolver (Jones et al. 2007, Kolozsvariné et al.
2012). Con respecto a lo anterior, se aislaron bac-
teri6fagos a partir de suelo o plantas de frijol donde
se encontré el tizén de halo, esto con el fin de in-
crementar la posibilidad de encontrar bacteriéfagos
con actividad litica; encontrandose siete bacteriéfa-
gos. De esta manera, este banco de bacteriéfagos
puede ser aplicado en forma combinada con otros
microorganismos benéficos para lograr mejores re-
sultados en el control de enfermedades bacterianas
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(Kolozsvariné et al. 2012).

Los resultados de las pruebas de actividad
litica de los bacteriéfagos nativos contra la cepa
Psph1448A muestran que el fago F2 disminuyé
hasta un 60% el tizén de halo. Resultados similares
fueron reportados por Adachi et al. (2012), quienes
indican que con el bacteriéfago BGPP-Ar disminuyé
la pudricién en plantas de arroz causada por las
bacterias Burkholderia glumae y Burkholderia plan-
tarii. También se ha reportado que los bacteridfa-
gos son capaces de disminuir el efecto de bacterias
fitopatégenas a través de otros mecanismos distin-
tos a la lisis, al respecto Ahmad et al. (2014) en-
contraron que el bacteriéfago XacF1 inoculado con
Xanthomonas axonopodis pv. citri provocd cambios
fisiolégicos en las células hospedantes, como bajos
niveles de produccion extracelular de polisacaridos,
reduccién de la motilidad, tasa lenta de crecimiento
bacteriana y reduccién de la virulencia.

Los resultados refuerzan el potencial uso
de bacteriéfagos en el control biolégico de en-
fermedades causadas por bacterias fitopatégenas
(Obradovic 2009). Pero es necesario investigar
mas sobre las relaciones complejas hospedante-
bacteriéfago, debido a que bacteriéfagos lisogénicos
pueden convertir bacterias no patégenas en patége-
nas insertando genes que codifican para fitotoxinas
(Goodridge 2004). Por lo que es recomendable el
empleo de bacteriéfagos estrictamente liticos, dado
que es poco comin que un bacteriéfago presente
ambos ciclos (Hernandez y Castellano 2014). Otra
complicacién sobre el uso de bacteriéfagos en el
control biolégico gira en torno a que las bacterias
fitopatégenas tienen la capacidad de adquirir re-
sistencia a la infeccién viral, de manera analoga a
como lo hacen con los antibiéticos (Gill y Abedon
2003), sin embargo, los bacteriéfagos poseen la
capacidad de mutar y por lo tanto volver a infec-
tar al hospedante o a otras cepas fitopatégenas
(Goodridge 2004). Se encontré una reduccién del
dafio provocado por Psph en ejotes bajo condiciones
controladas de luz y temperatura, sin embargo para
que la aplicacién de bacteriéfagos sea efectiva bajo
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condiciones de invernadero y campo es necesario
el desarrollo de estrategias de proteccién de las
particulas virales entre las cuales se encuentran: el
empleo de bacterias susceptibles al bacteriéfago que
puedan ser inoculadas en la filésfera para incremen-
tar el periodo de permanencia del virus en las hojas,
la aplicacién por la mafiana o por la tarde-noche
del producto a base de bacteriéfagos, cuando la ra-
diacién ultravioleta disminuye y el desarrollo de for-
mulaciones protectoras de los bacteriéfagos (Jones
et al. 2012). Al respecto Marroni y Germani (2014)
desarrollaron una suspensién que contenia hojas
de col con lesiones bacterianas, medio de cultivo
liqguido (GYCA), bacterias susceptibles y sacarosa,
encontrando un decremento en el indice de severi-
dad de Xanthomonas campestris pv. campestris en
hojas de col (Brassica oleracea capitata). También
se ha investigado la penetracién y translocacién
de bacteriéfagos en diferentes tejidos de planta y
su capacidad para reducir la severidad de bacterias
fitopatégenas, encontrando que los bacteriéfagos
¢Eal04 y H5K se translocaron en el tejido vege-
tal de plantulas de manzano, reduciendo el dafio
provocado por Erwinia amylovora (Kolozsvériné et
al. 2015).

CONCLUSIONES

El aislamiento de bacteriéfagos con actividad
litica contra cepas virulentas de Pseudomonas sy-
ringae pv. phaseolicola, agente causal del tizén de
halo en frijol puede ser una alternativa prometedora
para su aplicaciéon dentro del control biolégico
de esta bacteria fitopatégena. Se encontré un
bacteriéfago (F2) con capacidad para disminuir el
dafio provocado por Psph en ejote hasta en un 60%.
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