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RESUMEN 

En el presente trabajo, el bacteriófago ɸRSP se sometió a distintos estudios de estabilidad en diferentes soluciones, las 

cuales se seleccionaron para evaluar almacenamiento, amplificación y eventual aplicación, contrastando la estabilidad contra 

agua grado Milli-Q como control. Se eligieron dos temperaturas de análisis, temperatura ambiente y de refrigeración, las pruebas 

se llevaron a cabo por un periodo de aproximadamente 100 días. La estabilidad se evaluó por cuadriplicado en cada una de las 

soluciones, seleccionando para cada evaluación realizada, tres de las cuatro mediciones para el tratamiento de los datos y 

construcción de gráficos. Para obtener el tiempo de reducción decimal del bacteriófago ɸRSP en las soluciones utilizadas, se 

recurrió al modelo de decaimiento exponencial de Malthus, acoplándolo de acuerdo a las concentraciones iniciales de cada una 

de las soluciones de análisis, el decaimiento en la concentración a través del tiempo  y al número de muestreos realizados. 

Aplicando el modelo de decaimiento exponencial de Malthus a los datos experimentales, se puede predecir el tiempo que se 

puede almacenar el bacteriófago en una solución con determinada concentración salina, bajo las condiciones de refrigeración y 

de temperatura ambiente. 

El bacteriófago  ɸRSP presentó mayor estabilidad en la solución de sulfatos y fosfatos 5X en las dos condiciones de 

temperatura evaluadas, siendo mayor la estabilidad en condiciones de refrigeración que a temperatura ambiente. El análisis de 

la estabilidad frente a diferentes valores de pH se realizó en la solución de sulfatos y fosfatos 5X, usando un intervalo de pH de 

3 a 12 con incrementos de una unidad, exponiendo los bacteriófagos por una hora. La evaluación de la estabilidad para cada 

valor de pH se hizo por triplicado. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observó que el bacteriófago es estable en un amplio 

rango de pH, que va de 4-11, durante una hora. 

Se evaluó la resistencia a la desecación del bacteriófago ɸRSP in vitro. El bacteriófago se expuso a la desecación y se 

midió la concentración vírica por periodos variables de tiempo, dependiendo de la velocidad de flujo de aire de cada ensayo. El 

bacteriófago fue susceptible a la desecación, disminuyendo su viabilidad de acuerdo a la velocidad de flujo de aire al que se le 

expuso. A mayor velocidad de flujo de aire, mayor era la velocidad de decaimiento de la viabilidad del bacteriófago. Los datos 

de decaimiento fágico también se ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial. 
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ABSTRACT 

In this work, the ɸRSP bacteriophage stability was evaluate in different solutions, which were selected for evaluate storage, 

amplification and possible application of the bacteriophage ɸRSP. Stability in Milli-Q water was use as control. 

The two temperatures conditions for analysis were room temperature and refrigeration. The tests were made during 100 

days approximately. The stability was evaluated using four replicates by solution, selecting the three more similar and using these 

data for graphics. 

To get the decimal reduction time of ɸRSP bacteriophage in each solution, we use exponential decay model of Malthus, 

coupling it according to the initial concentrations of each of the testing solutions, decay in concentration over time and the number 

of samplings made. Applying the model of exponential decay of Malthus to the experimental data, one can predict how long it can 

take storage phage in a solution with salt concentration determined, under the conditions of cooling and room temperature. The 

ɸRSP bacteriophage showed greater stability in the solution of sulfates and phosphates 5X in both temperature conditions 

evaluated, with greater stability under refrigeration at room temperature.  

Analysis of stability against different pH values was performed on the solution sulfates and phosphates 5X, using a pH 

range of 3 to 12 with increments of one unit, exposing the bacteriophage for an hour. Evaluation of stability for each pH value 

was done in triplicate. According to the results, it was observed that the bacteriophage is stable over a wide pH range, ranging 

from 4 to 11, for one hour.  

The desiccation resistance ɸRSP bacteriophage was evaluated in vitro. The bacteriophage was exposed to desiccation and 

virus concentration for varying periods of time depending on the air-flow rate of each test was measured. The bacteriophage was 

susceptible to drying out, reducing its viability according to the speed of air flow I is exposed. At higher air-flow speed, the decay 

rate of bacteriophage viability was higher. Bacteriophage decay data to an exponential decay model was also adjusted. 
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INTRODUCCIÓN 

El jitomate (Solanum lycopersicum) es, después de la papa, la hortaliza más consumida en el mundo, tanto fresco como 

después del proceso de transformación en purés, enlatado, o curtido. Las principales variedades comerciales son: tomate bola, 

cherry, saladette, pera, beef, marmande, vemone, moneymaker, muchamiel, pometa tardío, san marzano, cocktail, ramillete y 

liso (Biodiversidad Mexicana, 2015). Se cultiva en todas las latitudes, bajo condiciones climáticas muy variadas, lo que demuestra 

una gran diversidad de origen y revela la eficacia del trabajo de los seleccionadores (Blancard, et al., 2011). Durante el año 2014, 

se produjeron en todo México 2.8 millones de toneladas de jitomate (SAGARPA, 2015) siendo el principal productor el estado 

de Sinaloa, cuya producción representó el 35% del total nacional. La producción de jitomate se distribuye a lo largo del territorio 

nacional, sin embargo, la zona productora de mayor importancia se encuentra al noroeste de la República Mexicana (SAGARPA, 

2010). 

 

Según datos del Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el estado de Morelos se cultivaron 

2,248.02 hectáreas de jitomate en el año 2013, con un rendimiento promedio de 34.27 toneladas por hectárea. Este rendimiento 

se ha mantenido a través de los años con ligeras variaciones. 

 

El cultivo de jitomate, como la mayoría de los cultivos, no está excento de presentar diversos problemas fitosanitarios 

que determinan su producción, afectando directamente la calidad así como la cantidad de producto en las cosechas. Este cultivo 

es uno de los más atacados por diversas plagas y enfermedades como la mosquita blanca, paratrioza, áfidos, ácaros, virus como 

el del chino del tomate, virus permanente del tomate, nemátodos, tizón temprano y tardío del tomate, antracnosis, bacteriosis 

como mancha negra, mancha bacteriana, marchitez bacteriana y el cáncer bacteriano (Gómez, et al., 2011). 

 

Ralstonia solanacearum es el agente causal de la marchitez bacteriana. Es una bacteria Gram-negativa, tiene una 

amplia gama de huéspedes, infectando a más de 200 especies pertenecientes a más de 50 familias botánicas, algo inusual entre 

las fitopatógenos bacterianos (Yamada, et al., 2007). 

 

En el campo, R. solanacearum se esparce fácilmente por medio del agua de riego contaminada y puede sobrevivir 

durante muchos años en asociación con huéspedes alternativos. En las tierras de cultivo, jardines o invernaderos, una vez 

confirmada la infección, las plantas afectadas deben ser destruidas. El suelo, el agua de drenaje, o sistemas de riego que 

potencialmente podrían estar contaminadas con la bacteria deben ser tratados con bactericidas químicos, tales como 

compuestos de amonio cuaternario, peróxido o compuestos blanqueadores como el cloro en el agua (Yamada, et al., 2007).  

La marchitez bacteriana sigue siendo un problema económico serio para los cultivos en muchas áreas, con diferente 

climas como son: subtropicales, tropicales y cálidas del mundo (Yamada, et al., 2007). 

 

Control biológico 

El control biológico fue concebido a inicios del siglo XIX, cuando algunos naturalistas de diferentes países describieron 

el importante papel de los organismos entomófagos en la naturaleza. Con el empleo de control biológico se intenta restablecer 

un equilibrio ecológico perturbado, mediante la utilización de organismos vivos o sus metabolitos, para eliminar o reducir los 

daños causados por organismos perjudiciales (Badii, et al., 2006). 

 

Al igual que otros métodos de control biológico, anteriormente se ha buscado el uso de bacterias antagonistas contra 

R. solanacearum como Bacillus subtilis (Won, et al., 2014). El uso de bacteriófagos para el control de enfermedades bacterianas 

tiene como ventajas la reducción del uso de antibióticos y agroquímicos, así como de los problemas asociados con la 

contaminación del medio ambiente y daños al ecosistema. En las últimas décadas, el uso de bacteriófagos para controlar el 

crecimiento de bacterias patógenas de origen vegetal ha sido explorado con éxito (Fujiwara, et al., 2014).  

 

En el 2012, en nuestro grupo de trabajo se aislaron dos bacteriófagos (el ITL-1 y el ɸRSP), contra R. solanacearum. Las 

microfotografías electrónicas revelaron que el ɸRSP es un caudovirus de la familia Myoviridae. Estos bacteriófagos contienen 

DNA de doble cadena lineal y una cápside icosaédrica con cola larga contráctil (Serrano-Plancarte, et al., 2013). 
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Con este estudio se busca conocer la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en soluciones de diferente composición a dos 

temperaturas (ambiente y de refrigeración), en diferentes rangos de pH y su análisis de resistencia a la desecación. 

Aprovechando la especificidad, sencilla amplificación y sustentabilidad los bacteriófagos, creemos que la información obtenida  

puede establecer las bases para la creación de un producto que no sea tóxico para el medio ambiente, incluyendo la flora y 

fauna donde se aplique, así como para los alrededores.  

   

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente en la estabilidad del bacteriófago ITL-1 se plantea que en la solución 

de sulfatos y fosfato 5X presente mayor estabilidad tanto a refrigeración como a temperatura ambiente, además de ser estable 

en un amplio rango de pH durante una. Por último se quiere conocer si el bacteriófago ɸRSP resiste el proceso de desecación 

en condiciones de laboratorio. 

 

Dentro de las características fisicoquímicas ante soluciones de diferente composición el bacteriófago ɸRSP mostró que es 

estable para su almacenamiento a mediano y largo plazo tanto a temperatura de refrigeración como a temperatura ambiente, 

teniendo estabilidad a diferentes valores pH, con los resultados obtenidos el bacteriófago ɸRSP se recomienda el continuar con 

los estudios ante  una posible solución como control biológico contra R. solanacearum. 
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CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 

México cuenta con un territorio nacional de 198 millones de hectáreas de las cuales 145 millones se dedican a la actividad 

agropecuaria según datos de la FAO. Cerca de 30 millones de hectáreas son tierras de cultivo y 115 millones son tierras de 

temporal. La agricultura en México es más que un sector productivo importante, más allá de su participación en el producto 

interno bruto (PIB) nacional, que es de apenas 4%, las múltiples funciones de la agricultura en el desarrollo económico, social y 

ambiental determinan que su incidencia en el desarrollo sea mucho mayor. Entre los argumentos que muestran la relevancia de 

la agricultura en el país pueden mencionarse los siguientes como lo menciona la FAO (2012): 

a) Prácticamente toda la producción de alimentos se origina en el sector agrícola (incluyendo la pesca), de manera que la 

oferta interna e incluyendo la exportación, es fundamental en la seguridad alimentaria, en el costo de vida y en el ingreso real 

del conjunto de la población (FAO, 2012). 

b) Los productos agropecuarios están en la base de un gran número de actividades comerciales e industriales. Si se 

considera, la producción agroindustrial la contribución sectorial al PIB de México se duplica sobradamente, superando en 9% el 

potencial de crecimiento de esta participación que es particularmente amplio en México (FAO, 2012). 

1.1 El jitomate en la historia 

 El jitomate (Solanum lycopersicum) es originario de América del sur y fue domesticado en México. Después de la 

conquista, su introducción en España e Italia fue fundamental para su distribución a otros países europeos y su distribución a 

nivel global, que se remonta a la primera mitad de siglo XVI. En primera instancia fue cultivado por los aztecas (Blancard, et al., 

2011). El jitomate pertenece a la familia de las solanáceas junto con el tabaco, el chile, la papa y la berenjena. La palabra jitomate 

tiene procedencia del náhuatl, xictlitomatl, o “tomate de ombligo”. El jitomate también es conocido como tomate, coatomate, o 

tomate bola. El jitomate es una planta herbácea con hojas alternas y flores en forma de estrellas amarillas o blancas, sus frutos 

rojos son desde muy pequeños llegando a pesar hasta los 750 gramos (Biodiversidad mexicana 2015). 

La primera vez que se habló del jitomate en Europa fue por medio del botánico italiano Pietro Andreas Matthioli en 1554, 

el cual lo describe como una especie que produce “frutos aplanados y con forma de canutillo, que de verde pasan a color amarillo 

oro y que algunos los consumen fritos en aceite con sal y pimienta, como las berenjenas y los hongos”. Diez años más tarde se 

hace referencia que existen jitomates amarillos y jitomates rojos. El nombre en italiano es “pomodoro” (fruto de oro), lo cual 

parece confirmar que las primeras traducciones de acuerdo a la descripción del jitomate, por menos las que llegaron a Italia, 

producían frutos amarillo. La figura 2.1 muestra un mapa del mundo donde se muestra la propuesta de distribución del jitomate 

por el mundo (Blancard, et al., 2011). 

 

 

Figura 1.1 Mapa hipotético de la diseminación del jitomate en el mundo, (Blancard, et al., 2011). 

 

 

1.2 Importancia económica 

Dentro del sector agroindustrial la producción mundial del jitomate ha progresado regularmente, aumentando durante el 

siglo XX, incrementado considerablemente en las tres últimas décadas. Se ha incrementado la producción de jitomate que ha 

http://conabio.inaturalist.org/taxa/51737-Solanum-lycopersicum
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pasado de 48 millones de toneladas en 1978, a 74 millones en 1992, 89 millones en 1998 y ha alcanzado 124 millones en el 

2006. Dentro de los 16 principales países que dedican a la producción de jitomate y producen alrededor 1 millón de toneladas o 

más, 6 de ellos están ampliamente por encima de los 5 millones de toneladas. Se estima que el 30% de los jitomates producidos 

son transformados, para venderlos en algún otro producto de consumo comercial. El porcentaje de jitomate destinado a 

transformación es muy variado de un país a otro (Blancard, et al., 2011). 

El incremento del consumo que se tiene por individuo, ya sean jitomates frescos o transformados, va en incremento poblacional 

año con año. Los países mediterráneos son grandes consumidores y en la actualidad el consumo se da en todas las estaciones 

del año. Un ejemplo claro de la demanda es Francia, donde el consumo de jitomate fresco es de  aproximadamente 13 

kg/persona/año, llegando hasta 22 kg/persona/año por el consumo de jitomate procesado (Blancard, et al., 2011). El consumo 

por persona en el 2012 de jitomate en México se ubicaba en alrededor de 16 kilogramos por año, que es menor al consumo 

promedio mundial de 18 kilogramos por persona (FIRA 2014). La tabla 1.1 muestra los principales países productores de jitomate 

y su rendimiento.  

 

 

Tabla 1.1 Producción del jitomate en el 2006 en millones de toneladas (Blancard, et al., 2011). 

 
 

1.3 El jitomate a nivel mundial 

 

En el comercio internacional, la producción de jitomate del 200-1012 se agrupo en diez países. Según datos colectados 

por Firca: China fue el principal productor de jitomate en el mundo, cubriendo una participación de 25.6% con 50.1 millones de 

toneladas en 2012, le sigue Estados Unidos con 9.5% con 12.8 millones de toneladas en producción; Turquía, 12%; India, 7.7%; 

mientras que México ocupó el doceavo lugar, con 3% de participación en la producción (FIRA, 2014). La figura 1.2 muestra la 

producción de jitomate, en los principales países, 2000-2012 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Principales productores de jitomate en el mundo (FIRA, 2014) 

 

Los principales países que dedican su producción a la exportación son Holanda, México, España, Bélgica, Estados Unidos, 

de los cuales Holanda, México y España ocupan los primeros tres lugares en la tabla de clasificación de mayores exportadores, 

cubriendo cerca del 55% de total de la producción mundial para exportación. Holanda ocupa el primer sitio, con 22% del volumen 

de exportaciones mundiales de jitomate; México tiene el segundo lugar con 18% de las mismas; en tercer lugar, España con 
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17% del total mundial (SAGARPA, 2010). La figura 1.3 conjunta a los principales países exportadores de jitomate a nivel mundial 

(SAGARPA, 2010). 

a) b)  

Figura 1.3 Participación del valor de las exportaciones mundiales en volumen de jitomate, del periodo de 2000-2011 en millones de 
dólares, en b) el intercambio comercial en volumen de jitomate, en millones de toneladasdel periodo de 2000-2011 (FIRA, 2014). 

 

La demanda de consumo de jitomate ha ido creciendo y en lo que respecta a los países importadores de jitomate, durante 

2008, Alemania lideró las importaciones mundiales, EE.UU. quedó en segundo lugar, aunque por un estrecho margen de 

diferencia, apenas 0.1%. Continúan en la lista Reino Unido, Francia y Rusia con 11%, 8% y 8%, respectivamente (SAGARPA, 

2010). 

 

1.4 El jitomate a nivel nacional 

En la República Mexicana, se produce jitomate durante todo el año debido a su extensión así como relieve en el territorio 

que le permite tener tierras de cultivo permanentes y de temporal (FAO, 2012).  En el análisis de la producción anual, durante 

los primeros meses del año (enero, febrero y marzo), es cuando se genera la mayor cantidad de toneladas en producción 

nacional. El estado de Sinaloa, se encarga de abastecer al mercado nacional y su producción suministra la mitad del mercado 

norteamericano. Por otro lado, durante el verano, la producción de la demanda interna corresponde a los estados del centro y 

de Baja California, donde también cubren la demanda de exportación. Finalmente, en los meses de agosto a diciembre, son 

otras entidades las que cubren la producción. Por otro lado, México tiene su mínimo nivel de producción de jitomate durante el 

verano, en los meses de junio y julio, presentando un ligero incremento hacia finales del año (SAGARPA, 2010). 

 

Dentro de los principales tipos de jitomate que se producen en México, el de mayor producción es el jitomate saladette, el 

cual representa el 56% del total, en segundo lugar se encuentra el jitomate bola, cuyo volumen de producción alcanza el 14% 

del total (SAGARPA, 2010). 

 

1.5 El jitomate a nivel regional  

 El estado de Morelos se encuentra dentro de los primeros 15 productores de jitomate a nivel nacional, siguiendo a Sinaloa, 

Baja California, San Luis Potosí, Michoacán, Jalisco y Nayarit que son los principales productores y se han mantenido constantes 

liderando la producción de esta hortaliza. La siembra del jitomate en Morelos data desde tiempos prehispánicos. Con base  en 

los registros realizados por el Distrito de Desarrollo Rural Zacatepec-Galeana en el año 2002, en el estado de Morelos se produjo 

jitomate en 18 municipios (SAGARPA, 2011). Las principales zonas productoras de temporal en el estado comprenden los 

municipios de: Atlatlahucan, Yecapixtla, Tepoztlán, Tlayacapan, Totolapan, Tlalnepantla y Ocuituco. Las zonas de riego de 

Otoño-Invierno están en los municipios de Yautepec, Cuautla, Ayala, Tlayacapan, Tepalcingo, Axochiapan y Coatlán del Río 

(SAGARPA_INIFAP_CIRPAS, 2001). Los municipios que destacan son Atlatlahucan con 1502 hectáreas (has) de siembra de 

cultivo, Tepoztlán (136 has), Cuautla (69 has) y Cuernavaca (51 has). En estos cuatro municipios se encuentra el 80% de la 

superficie sembrada y el 80% de la producción de jitomate del estado (SAGARPA_INIFAP_CIRPAS, 2001). El jitomate es uno 

de los principales cultivos con carácter hortícola del estado de Morelos, cuenta con la participación de aproximadamente 1800 

productores fijos. Este cultivo es de importancia estratégica por ser una fuerte fuente de empleos temporales en el ciclo de 
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producción, el cual es de alrededor de 100 días. Desde el trasplante hasta la madurez fisiológica, se utilizan aproximadamente 

1000 jornales por hectárea cultivada, con un costo de producción promedio de $90,000.00 por hectárea considerando planta, 

mano de obra y agro insumos materiales (CESVEMOR, 2010). 

 

 

1.6 Principales plagas y enfermedades que afectan al jitomate 

 

Las plagas más comunes que afectan al jitomate son: 

Mosca blanca. Se incluyen a las especies de la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum (Westwood), Bemisia tabaci 

(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). Estos se relaciona con los  abusos de los insecticidas en 1970, debido a sus altas 

poblaciones se vio involucrados en la transmisión de virus como el virus del rizado amarillo del jitomate conocido como “virus de 

la cuchara” (Vázquez, et al., 2007). 

Trips. Las especies de trips que dañan el jitomate son: Thrips tabaci (Linderman) y Frankliniella occidentalis (Pergande). 

Transmite en particular el Tomato spotted wilt virus (virus del bronceado del tomate) (Blancard, et al., 2011). 

Pulgón: Conformado por las especies Bactericera cockerelli Sulc. Y Hemiptera: psyllidae (CESAVEG 2015). Forman colonias y 

se distribuyen mediante las hembras aladas, principalmente en primavera y otoño (SAGARPA, 2010). 

Minadores de hoja. Liriomyza sp (Diptera: Agromyzidae). Estos insecos están distribuidos en Estados Unidos, América del Sur 

y el Caribe. Las larvas de estos insectos se desarrollan dentro de la hoja, ocasionando las galerías o minas y poseen un amplia 

gama de huéspedes (Saunders, et al., 1998) 

Polilla del jitomate. Es parecidos a otras polillas, llegan a medir 7.5 mm y se alimentan de los brotes y los frutos, dejando 

manchas blancas que posteriormente se tornan cafés y los frutos aparecen con orificios pequeños (Giaconi y Escaff, 2004). 

Araña Roja. Su nombre científico es Tetranichus urticae Koch (Acariformes: Tetranichidae). Estos insectos son ácaros que 

producen manchas amarillentas en las hojas en diversos cultivos (Guerrero, 1999). 

 

Las enfermedades más comunes por hongos que afectan al jitomate son:  

Oidiopsis. Causada por el hongo Leveillula taurica, producen manchas amarillas que secan la hoja y la desprenden, emergiendo 

de los estomas del huésped (Ulloa y Herrera, 1994). 

Podredumbre gris. Causada por el hongo Botrytis cinérea, se producen lesiones pardas en hojas y flores. Los frutos se ponen 

blandos y grises en una amplia gama de huéspedes (Reynier, 2012). 

Mildiu. Esta plaga provoca manchas irregulares y aceitosas en las hojas, en el tallo son manchas pardas que lo circundan. 

También ataca los frutos inmaduros.  

Fusariosis vascular (Fusarium oxysporum). Los síntomas pueden expresarse en plántulas y plantas adultas. Comienza con la 

caída de las hojas superiores, las hojas inferiores se tornan amarillas y terminan por morirse. En un corte transversal del tallo de 

plantas infetcadas se observa un oscurecimiento de los vasos (Blancard, et al., 2011). 

 

1.7 Marchitez por Ralstonia solanacearum en jitomate 

La marchitez bacteriana es una enfermedad causada por la bacteria Ralstonia solanacearum, el padecimiento es bastante 

agresivo con las plantas y causa daños que van desde enanismo, marchitamiento o muerte en los cultivos de jitomate. Las 

condiciones climáticas donde los cultivos son propensos a enfermar tienen como común denominador ser zonas cálidas, 

templadas, subtropicales y tropicales, de ahí la amplia diseminación de este patógeno a nivel mundial. La enfermedad es 

conocida también como la marchitez bacteriana sureña, la marchitez de las solanáceas y la podredumbre bacteriana sureña. 

Las ocurrencias de la enfermedad son muy variadas, desde unas cuantas plantas, hasta un 50% o más en campos cultivados 

con una alta infestación natural, lo cual puede provocar una muerte rápida de las plantas (Gómez, et al., 2011). 

 

1.8 Síntomas y daños por Ralstonia solanacearum 

Dentro de los primeros síntomas en las plantas, se presenta la marchitez de las hojas jóvenes (marchitez apical), 

subsecuente a esto la marchitez se hace generalizada de una forma acelerada, esto depende de las condiciones ambientales, 

que sean favorables para la bacteria. Los estados avanzados de la enfermedad pueden ser apreciables después de 2-3 días de 

la aparición de los primeros síntomas en las plantas. 
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Dentro de los síntomas visibles de la macrhitez bacteriana, esta la aparición de raíces adventicias en los tallos, aumentando 

de tamaño de las raíces adventicias cuando la enfermedad se desarrolla lentamente, debido a condiciones subóptimas. En 

algunas condiciones puede producirse una epinastia foliar cuando la enfermedad se desarrolla lentamente. Durante las etapas 

iniciales de la enfermedad, el sistema vascular cambia de coloración, que va desde un amarillo a amarillo pardo claro, que se 

pueden observar en cortes transversales o longitudinales en el tallo.  

Durante el progreso de la marchitez bacteriana, la coloración del xilema se va oscureciendo. Cuando la planta se marchita 

completamente, la médula y el córtex también se vuelven oscuros. La invasión masiva del córtex puede resultar en lesiones de 

apariencia gelatinosa en la superficie del tallo. A medida que progresa la enfermedad y que la planta se marchita de forma 

permanente, la podredumbre afecta al sistema radical completo. Una prueba rápida de la marchitez bacteriana consiste en cortar 

el tallo enfermo e introducirlo en agua en un lapso de tiempo de 3-5 min. Se empezarán a segregar elementos del xilema de 

plantas infectadas en forma de hilos blancos lechosos de células bacterianas y mucosidad. Si la infección en el tallo es severa, 

el agua queda completamente lechosa en 10 a 15 minutos (Gómez, et al., 2011). 

 

1.9 Ciclo de vida de Ralstonia solanacearum 

Ralstonia solanacearum usa como huéspedes más de 200 especies de plantas de cultivo y 50 familias vegetales. Dentro 

de las de mayor importancia económica, la familia que se ve más afectada es la de las solanáceas, a la cual pertenecen: jitomate, 

papa, tabaco y berenjena. Así mismo, el plátano es un huésped importante de este patógeno, la afectación no solo es a 

solanáceas, afectan a hierbas, arbustos, árboles entre otras dicotiledóneas y monocotiledóneas. R. solanacearum vive 

libremente, en simbiosis, de manera latente o de forma parasitaria (Genin y Denny, 2012). R. solanacearum puede sobrevivir en 

el suelo durante largos periodos, en ausencia de plantas huésped. El tiempo que la bacteria puede sobrevivir varía de cepa a 

cepa; también influyen factores externos como las características fisicoquímicas, biológicas, pH, las temperaturas a las que se 

vea expuesto el microorganismo. Condiciones del suelo como la humedad y la aireación son cruciales para la supervivencia de 

la bacteria. Los suelos que permiten la desecación del patógeno, o promueven la actividad de organismos antagonistas, reducen 

su supervivencia. La forma en la que coloniza a las plantas es penetrando por la raíz de la planta a través de heridas producidas 

durante el trasplante, labores de cultivo, insectos, ciertos nemátodos y a través de las heridas naturales que existen en los puntos 

de emergencia de las raíces secundarias. Una vez que ingresa en el huésped, la bacteria coloniza el sistema vascular, donde 

se multiplica rápidamente llenando los vasos xilemáticos con células bacterianas, aumentando su viscosidad por la producción 

de lipopolisacárido. El marchitamiento de la planta sucede de  2 a 5 días después de la infección, dependiendo de la 

susceptibilidad del huésped, las condiciones ambientales y la virulencia del patógeno. El periodo de infección se ve favorecido a 

temperaturas que oscilan entre 30°C - 35°C y en humedades altas. A medida que la planta se marchita, el patógeno invade las 

células del parénquima en la médula y el córtex. La bacteria puede moverse a través del córtex y producir un exudado en la 

superficie del tallo bajo condiciones favorables. La contaminación del suelo se realiza desde las raíces de plantas previamente 

infectadas y de material orgánico enfermo. La bacteria es diseminada mediante el movimiento del agua, el transporte de suelo y 

los trasplantes infectados (Gómez, et al., 2011). La figura 2.4 muestra el ciclo de vida de Ralstonia solanacearum. 
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Figura 1.4 Esquema del ciclo de vida de Ralstonia solanacearum (Rivera, 2007). 
 

 

 

1.10 Características morfológicas de Ralstonia solanacearum 

R. solanacearum es una bacteria Gram negativa de forma bacilar, con dimensiones de 0.5 – 0.7 µm x 1.5 – 2.5 µm, es 

móvil, posee uno o cuatro flagelos polares cuando se presentan, pero la motilidad y posible flagelación de las cepas varía con el 

tipo de colonia y edad del cultivo (Rodríguez, 2007).  

En cuanto a morfología, se han observado dos clases de colonias: una es fluida, debido a su abundante producción de 

polisacárido extracelular (EPS), lisa, irregular y redonda; mientras que la otra es una colonia de apariencia seca, redonda, 

translúcida, rugosa y no fluida (Kelman y Budennhagen, 1964). 

 

 

 
Tabla 1.2 Características de Ralstonia solanacearum (Peeters, et al., 2013). 

Taxonomía: Síntomas de la enfermedad Control de la enfermedad 

Domino: Bacteria 

Filo: proteobacterias 

Clase: β subdivisión;  

Familia: Ralstoniaceae 

Género: Ralstonia. 

 Marchitamiento repentino y 

generalizado de la planta 

infectada. 

 Aumento de la viscosidad al 

hacer cortes transversales. 

 Rotación de cultivos. 

 Uso de cultivos resistentes 

 Saneamiento con agroquímicos. 

 

 

 

1.11 Infección de Ralstonia solanacearum 

Las células bacterianas de R. solanacearum pueden sobrevivir durante muchos años en asociación con huéspedes 

alternativos y en el suelo (Yamada, et al., 2007). Una diferencia importante entre los hongos y las bacterias es que los hongos 

pueden producir enzimas cutinolíticas y penetran directamente, mientras que las bacterias tienen que penetrar por heridas o 

aberturas naturales, o ser inoculadas por un vector. Los factores de virulencia, es decir, los productos de la bacteria que llevan 

al desarrollo de la enfermedad, incluyen enzimas pectinolíticas, celulolíticas, toxinas y hasta porciones de material genético 

(Arauz, 1998). En la tabla 1.3 se muestran las principales formas de colonización del huésped de un grupo de bacterias causantes 

de enfermedad bacteriana. R. solanacearum cuenta con sistemas de secreción Tipo II (T2SS) y Tipo III (T3SS) con los cuales 

transfiere factores de virulencia a las células hospederas (Gonzalez, et al., 2009). 
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Tabla 1.3 Modos de penetración de algunas bacterias (Sigee, 1993). 
Bacteria Heridas Aberturas naturales 

Pseudomonas syringae pv. tabaci - + (estomas) 

Xanthomonas oryzae - + (estomas, hidátodos) 

X. campestris pv. campestris + + (hidátodos, estomas) 

Ralstonia solanacearum + - 

Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis 

+ - 

Erwinia carolovora + + (lenticelas) 

E. amylovora + + (nectarios) 

Agrobacterium tumefaciens + - 

Xylella fastidiosa + (insecto vector)  

 

1.12 Métodos de control de plagas y enfermedades 

1.12.1 Control físico 

Los controles físicos normalmente se utilizan para plagas que afectan el cultivo, el uso de trampas y plásticos impregnados 

con pegamento, colocándolos en las entradas, ventanas, cenitales, alrededor de los invernaderos, en la periferia de los cultivos 

en campo así como en las posibles zonas de hibernación cuando no haya cultivo, para la disminución de las primeras poblaciones 

invasoras. También se recomienda el uso de bandas de colores brillantes en las parcelas para repeler las plagas. Los acolchados 

del tipo plata repelen el arribo de plagas en sus primeras etapas de desarrollo (Rivera, 2007).También se dispone de la aplicación 

de feromonas para atraer a machos adultos en el caso de lepidópteros. Se cuenta con las trampas de agua que son recipientes 

rectangulares de color amarillo que también son usadas para el monitoreo de insectos a las cuales se les agrega agua con jabón 

y el objetivo principal es la captura de insectos adultos, la ventaja es que se pueden colectar e identificar en el laboratorio (Rivera, 

2007). 

 

1.12.2 Control Químico 

El control químico es una herramienta muy utilizada para la eliminación de plagas y de enfermedades, con la desventaja 

de ser mucho más abrasivo, algunas veces por la necesidad de ser aplicados varias veces al mismo cultivo para la completa 

eliminación de plagas. Sin embargo, los insectos algunas veces pueden crear resistencia (Rivera, 2007). En este metódo se 

utilizan compuestos, producto de la síntesis química, con acción bactericida, se dividen en fungicidas, bactericidas y nematicidas. 

Dentro de los químicos empleados contra R. solanacearum se encuentran: triazolothiadiazine, sulfato de estreptomicina, sulfato 

de gentamicina y oxitetraciclina, como ventaja se conoce la efectividad sobre las diferentes enfermedades sin embargo estos 

productos son tóxicos y pueden persistir en el ambiente por años. (Lopez, et al., 2016) 

 

1.12.3 Control biorracional 

Después de utilizar agroquímicos para el control de plagas o enfermedades se puede recurrir a la aplicación y uso de 

productos naturales que ayuden al saneamiento del suelo así como a la prevención a futuro de posibles plagas o enfermedades, 

siendo bastante efectivos en huevecillos, ninfas y adultos, (Rivera, 2007).  Se pueden utilizar aceites que tiene como desventajas 

que a temperaturas altas pueden quemar el follaje y las partes tiernas, extractos que como desventaja es el periodo corto de 

efectividad por lo que al tener repetidas aplicaciones incrementa los costos monetarios etc., la ventaja que tienen es causar bajo 

impacto sobre la ecología del lugar y la cosecha. (O´Farrill-Nieves, 2017) 

 

1.12.4 Control biológico  

 Existen una amplia gama de organismos que se utilizan como control biológico, que van desde insectos, hongos y virus 

que se diseminan por los cultivos aprovechando su capacidad antagónica (Rivera, 2007). Se conocen como microbiales, dentro 

del grupo de microbiales incluyen compuestos producto de microorganismos, este tipo de control es especifico para las plagas, 

mostrando muy poco riesgo contra los seres vivos que interactúan con las plantas tratadas, su mayor desventaja es que se 

descomponen de manera rápida debido a los cambios climáticos y exposición a la lus U.V. (O´Farrill-Nieves, 2017) 
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1.12.5 Control de Ralstonia solanacearum 

El control de la marchitez bacteriana es complicado una vez que los suelos están contaminados. Dentro de los métodos 

de control se encuentra la rotación de cultivos usando especies vegetales que no sea huéspedes de la bacteria, pero es un 

trabajo complicado por la amplia gama de huéspedes que tiene R. solanacearum. con los productos comúnmente utilizados son 

el bromuro de metilo, el dazomet (Basamid), el dicloropropeno (Telone) y otros productos a base de isothiocianato (Vapam, 

Metam Sodio, etc.) (Melgar, et al., 2012). La fumigación es usada como un método efectivo para combatir la infección por la 

bacteria, pero no siempre es completamente exitosa y los trasplantes de plántulas deben estar libres de patógeno para evitar 

pérdidas de cultivo (Gómez, et al., 2011). Fumigaciones con compuestos como el bromuro de metilo se han dejado de realizar 

por ser procesos muy contaminantes. 

La marchitez bacteriana sigue siendo un grave problema en zonas tropicales, subtropicales y cálidas del mundo (Yamada, 

et al., 2007). El uso de bacterias agonistas contra R. solanacearum ha llamado la atención de los científicos como una 

prometedora solución contra el uso de agroquímicos ha tenido resultados positivos un claro ejemplo es Bacillus subtilis que ha 

venido mostrando una fuerte actividad de antibiosis in vitro e inhibe de manera significativa la marchitez bacteriana en 

experimentos in vivo (Won y Duk. 2014). No se conoce con certeza el mecanismo de antagonismo de las diferentes cepas 

antagonistas de R. solanacearum, sin embargo, se ha visto que está directamente relacionado con genes ampliamente 

conservados relacionados con la formación de biopelículas. Estudios en laboratorio y en plantas de jitomates, mostro la formación 

de biopelículas en las cepas que tenían actividad antagonista contra R. solanacearum (Chen, et al., 2013). 

 

1.13 VIRUS 

1.13.1 Características biológicas y moleculares de los virus 

Los virus son partículas infecciosas de pequeñas dimensiones, que son imperceptibles al microscopio de luz, capaces de 

atravesar filtros de porcelana fina. Existe una amplia gama de en formas y tamaños, son capaces de infectar a todos los seres 

vivos, incluyendo plantas, insectos, animales y bacterias (Orlova, 2012). 

 

Los virus tienen un genoma y normalmente solo un tipo de ácido nucleico, pero pueden ser una o varias moléculas de DNA 

o RNA, rodeadas por una capa compuesta por proteínas que proporciona estabilidad y protección, denominada cápside. Existen 

dos tipos de virus de acuerdo a la estructura de su cápside, uno son los virus envueltos, que adicionalmente tiene una capa 

protectora sobre su cápside compuesta por carbohidratos, lípidos y proteínas. Por otro lado, están los virus desnudos que solo 

cuentan con su cápside (Orlova, 2012). 

 

Una característica importante de los bacteriófagos que producen lisis celular en la célula huésped es que causan la muerte 

de ésta. Sin embargo., los periodos de infección entre virus lisogénicos pueden variar desde periodos largos evadiendo los 

mecanismos de defensa del huésped, causando enfermedades de por vida permaneciendo en estado de latencia dentro del 

huésped, sin causar lisis, pero se pueden reactivar si en algún momento las defensas del huésped se debilitan. De acuerdo en 

donde se encuentre el virus, ya sea dentro de la célula huésped, o fuera de esta, se dice que se encuentra en una de sus dos 

fases (Orlova, 2012). 

 

Los viriones pueden sobrevivir fuera de una célula huésped como entidades inertes. Estos son incapaces de reproducirse, 

por encontrarse fuera del huésped y carecer de la maquinaria necesaria para ello (Orlova, 2012). 

 

Los virus, después de estar en estado inerte, pueden infectar a una célula huésped al reconocer receptores específicos 

encontrados en la superficie de ésta, mismos que son parte de su estructura y participan en funciones celulares de rutina, pero 

son complementarios a un complejo molecular en la superficie viral. Después del anclaje del virus a su célula huésped, éste 

debe encontrar la forma de penetrar a la célula, utilizando proteínas ubicadas en sus superficies utilizando la endocitosis, las 

vesículas endocitadas se encargan del acarreo de las partículas virales a la zona perinuclear de la célula huésped, lugar óptimo 

para la multiplicación viral (Orlova, 2012). 

 

Alternativamente, un virus puede infectar a una célula huésped inyectando su genoma directamente en el citoplasma de 

esté, el cual algunas veces va acompañado de proteínas. La aplicación de virus en terapias de distinta índole, es una alternativa 

sustentable no solo por ser específicos, sino también porque su producción es muy económica. (Orlova, 2012). 
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La incorporación del microscopio electrónico, ha permitido estudiar la morfología de los virus y ver su estructura, 

permitiendo su clasificación, distinguirlos unos de otros y ver los distintos tamaños (Orlova, 2012). 

 

1.13.2 Clasificación de los virus 

La clasificación de los virus es un área de la virología que se encuentra en constante cambio, debido a los nuevos 

descubrimientos relacionados con los virus, que refutan las clasificaciones previas (Rivera 2007).  

La clasificación puede ser muy variada, pero de acuerdo al tipo de huésped que tiene se puede clasificar en (Campos, et 

al., 2002): 

 Bacteriófagos: son los virus que infectan y utilizan los recursos de las bacterias, siendo las entidades 

biológicas más abundantes en el planeta. La secuenciación genómica de las bacterias, ha mostrado que los 

bacteriófagos son el origen de diversas secuencias las cuales se ven implicadas en la patogenicidad y evolución de 

las bacterias (Orlova, 2012). 

 Virus vegetales 

 Virus animales 

No hay un orden o una forma de clasificar correctamente a los virus por su complejidad. El comité internacional de 

taxonomía de virus, presenta una propuesta para clasificar, en 13 familias y 31 géneros de bacteriófagos (Summers y 

Calendar, 2006). 

 

Las cabezas de los bacteriófagos están compuestas por una o múltiples copias proteicas las cuales tienen una organización 

muy estable, la cola y la cabeza se unen por medio de un conector, formado por hetero-oligómeros proteicos. Los conectores 

desempeñan diferentes funciones dentro del ciclo de vida del bacteriófago, desde el envasado de DNA en la cápside, dentro de 

las funciones que desempeñan son: bloqueo en la salida de la cápside del bacteriófago, la prevención de fugas del DNA que se 

encuentre a alta presión, transmite señales después de que el bacteriófago  se une al receptor. La cola y sus estructuras 

relacionadas son indispensables para el bacteriófago, ya que permiten que el virus se fije al huésped y la inserción del ácido 

nucleico vírico al huésped. Ademas, la cola ayuda a la transmisión de señales y después de la fijación del virus a los receptores, 

sirve como ducto por el cual el DNA se inyecta a la célula huésped. Durante el proceso de infección, las colas pueden variar 

longitudinalmente, así como si son contráctiles o no (Orlova, 2012). 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 

2.1 Descubrimiento de los bacteriófagos 

En 1896, el bacteriólogo británico Ernest Hambury Hankin afirmaba que “algo” presente en agua de los ríos de la India 

tenía propiedades antibacterianas contra el cólera, el agua podía ser filtrada con filtros de porcelana muy fina y seguía poseyendo 

esta cualidad (Orlova, 2012). En 1917, Felix d´Herelle descubrió que los bacteriófagos eran virus que podían infectar a bacterias 

como Salmonella typhimurium. Originalmente se pensó en aplicar los bacteriófagos en terapia médica contra infecciones 

bacterianas, idea que después fue abandonada por la introducción de los antibióticos. Dentro de los bacteriófagos existen 

diferencias entre unos y otros, tanto en morfología, naturaleza, tamaño de su genoma y su complejidad del mismo. Los 

bacteriófagos se han propuesto como alternativa en terapias humanas, plantas o comida, en lugar de antibióticos, debido a que 

poseen una ventaja al ser utilizados al infectar de manera muy específica únicamente a las bacterias huéspedes para las cuales 

tengan receptores, de acuerdo a los receptores que se encuentran en las bacterias, sin verse afectada la infección por la 

resistencia a antibióticos que pudieran presentar las bacterias (Orlova, 2012). 

 

2.1.1 Clasificación de los bacteriófagos 

Los bacteriófago s según el tipo de infección que provocan, se clasifican en dos tipos, líticos y lisogénicos (Orlova, 2012). 

Cada bacteriófago contiene su particular genoma (DNA o RNA mono o bicatenario) encerrado en una cubierta proteíca o en un 

abrigo de lipoproteína (Kutter, et al., 2005). Dentro de su composición genómica, la mayoría de los bacteriófagos contienen DNA 

de doble cadena, pero hay un pequeño grupo de bacteriófagos con DNA monocatenario, o RNA monocatenario, o de RNA de 

doble cadena. Algunos bacteriófagos tienen una envoltura lipídica o contienen lípidos en la cápside (Summers y Calendar, 2006). 

Las variaciones de acuerdo al tamaño también son muy variados, ya que van desde los 24 nm hasta los 400 nm (Orlova, 2012). 

Poco más del 95% de los bacteriófagos estudiados y descritos en la literatura hasta la fecha, pertenecen al orden de los 

Caudovirales o bacteriófagos con cola (Kutter y Sulakvelidze, 2005). Los Caudovirales se caracterizan porque su genoma está 

conformado por DNA de doble cadena, también el tamaño de su genoma puede variar pues va de los 18 a 400 kb (Orlova, 2012). 

Una de las clasificaciones de los virus se basa en el tamaño de su cola. Con base en esta característica, se dividen en tres 

grandes familias: Siphoviridae, poseen colas largas y flexibles y representan el 60% del total de los bacteriófagos caracterizados; 

Myoviridae con colas rígidas y contráctiles, representan el 25%, el 15% restante pertenecen a los Podoviridae, los cuales tienen 

una cola corta y ancha (figura 2.1). Se conocen diez familias de bacteriófago s sin cola descritos hasta la fecha, cada uno tiene 

muy pocos miembros (Kutter y Sulakvelidze, 2005).  

Las colas largas, se componen de copias de varios tipos de proteínas acomodados simétricamente generando una 

estructura helicoidal. Todas las colas tienen apéndices exteriores que se unen al extremo distal de la cola y comúnmente tienen 

una placa en la base que contiene varias fibras y una punta, o una aguja que es específica a los receptores de membrana de la 

célula hospedera (Orlova, 2012).  

 

Figura 2.1 Clasificación de los virus por la estructura en su cola (Orlova, 2012). 
 

 

2.1.2 Ciclos de replicación vírica 

 Los bacteriófagos, dependiendo de las condiciones en las que se encuentren y de los genes que posean, pueden presentar 

dos ciclos de replicación alternativos: lítico o lisogénico. Durante el ciclo lítico el bacteriófago se adhiere a un receptor específico 

que se encuentra en la pared celular de la bacteria, inyectando su DNA dentro de la bacteria. Ya dentro el DNA, el bacteriófago 
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utiliza la maquinaria bacteriana para su replicación, transcripción y traducción dentro de la bacteria, produciendo más DNA y 

proteínas virales, posteriormente se ensamblan las nuevas partículas fágicas, para a continuación producir enzimas que rompan 

la célula bacteriana, liberando a los nuevos bacteriófagos. Los bacteriófagos que tienen alta virulencia, son netamente  líticos, lo 

que quiere decir que siempre que infectan generan una lisis de las células huésped (Pierce, 2006). 

 

 El ciclo lítico y lisogénico tienen el mismo origen, infección de una bacteria huésped, pero en el ciclo lisogénico el DNA 

vírico se integra al cromosoma bacteriano donde se mantiene como un profago inactivo, el cual se replica junto al DNA bacteriano 

transmitiéndose a la siguiente generación bacteriana cuando esta se divide. Dependiendo las condiciones, el profago puede ser 

estimulado para volver a entrar al ciclo lítico, donde se producirán nuevas partículas fágicas (Pierce, 2006). La figura 2.2 muestra 

los dos ciclos de vida de los, lítico y lisogénico y su relación entre ellos. 

 

Figura 2.2 Los ciclos de replicación de los bacteriófagos (Feiner, et al., 2005). 

2.2 El bacteriófago ɸ ITL-1 

Entre 2012 y 2013 se aislaron de canales de riego dos bacteriófagos en el municipio de Miacatlán, el  ɸITL-1  y el ɸRSP, 

para lo cuales se ha obtenido la secuencia genómica completa (Terán-León 2012; Serrano-Plancarte, 2013; Mercado-Solís, 

2013; Hernández-Silva, 2016). Se han realizado estudios para determinar las condiciones que favorezcan la estabilidad del 

bacteriófago ITL-1 en anaquel y durante su aplicación en campo (Flores-García, 2012; Mendoza-Porcayo, 2015), determinando 

que presenta la mayor estabilidad en dos tipos de soluciones, una que se utiliza en la nutrición de cultivos de jitomate y otra que 

comúnmente se utiliza para amplificar o mantener la bacteria huésped, como se muestra en las referencias anteriores. En estos 

primeros trabajos se observó que el bacteriofago ITL-1  es más estable en la solución de sulfatos y fosfatos 5X. En esta solución, 

el fago ITL-1 mostró una gran estabilidad en un intervalo de pH de 4 a 11 al exponerse durante una hora. Adicionalmente, el 

bacteriófago ITL-1 es mas estable a temperatura de refrigeración que a temperatura ambiente. 

 

2.3 El bacteriófago ɸRSP 

El bacteriófago ɸRSP se aisló en el año 2013 a partir de muestras de agua de canales de riego en el municipio de Miacatlán, 

en el Estado de Morelos, por el estudiante Rafael Serrano Plancarte. Las microfotografías electrónicas mostraron que es un 

caudovirus perteneciente a la familia Myoviridae. Normalmente este tipo de bacteriófagos están conformados por DNA de doble 

cadena lineal, poseen cápside icosaédrica y cola larga contráctil. La figura 2.3 muestra la estructura y características morfológicas 

del bacteriófago ɸRSP. 
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Figura 2.3. Estructura del bacteriófago ɸRSP obtenida por medio de microfotografías electrónicas (Serrano-Plancarte, 2013). 

   

2.4 El bacteriófago  T4 

Generalmente el bacteriófago T4 se toma como modelo de comportamiento de infección y replicación para la mayoría de 

los Myovirus debido a que es el virus de esta familia que se ha estudiado con mayor profundidad. El bacteriófago T4 cuenta con 

una estructura aproximada de 200 nm de largo y de 80-100 nm de ancho, posee un cápside icosaédrica alargada y una cola 

rígida compuesta por dos capas, el tubo interior de la cola está rodeado por una vaina que se contrae durante la infección 

bacteriana. La vaina de la cola se separa de la cabeza por un cuello. Los bacteriófagos de la familia Myoviridae tienen una placa 

en el extremo de la cola con fibras unidas a ella (Orlova, 2012). 

La estructura del bacteriófago T4 está compuesta por una cola rígida conformada por dos capas: el tubo de la cola interior, 

que se encuentra rodeado por una vaina contráctil, que se retrae durante la infección al huésped (figura 2.4). Entre la cabeza y 

la vaina se encuentra el cuello. Los bacteriófagos pertenecientes a la familia Myoviridae tienen en su estructura en la parte 

inferior de la vaina, una placa en la base con fibras unidas a ella. Las fibras funcionan realizan el contacto inicial entre el virión y 

la célula huésped encontrando los receptores a donde se unirá (Orlova, 2012). 

 

Figura 2.4 Estructura del bacteriófago T4. Modelo basado en tinción negativa con crio-microscopía electrónica y datos cristalográficos 
(Orlova, 2012). 

 

 

2.4.1 Infección del bacteriófago  T4 

Previo a que comience el ciclo infeccioso del virus T4, las fibras de la cola son liberadas de su posición de almacenamiento 

en la placa basal, esto permite que las puntas de las fibras interactúen con la superficie del huésped de forma reversible con los 

residuos diglucosil del lipopolisacárido de la membrana externa de E. coli cepa B, o con la proteína OmpC en E.coli cepa K-12. 

El bacteriófago T4 utiliza a la proteína gp37, localizada en el extremo de las fibras de la cola, para unirse a la superficie del 
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huésped. Las fibras de la cola se mueven sobre la superficie celular, uniéndose de forma reversible a sus receptores y 

transmitiendo información conformacional a la placa basal a través de la proteína gp9, la cual normalmente  mantiene a la placa 

basal en una conformación constreñida. La unión de por lo menos tres fibras de la cola convierte a la placa basal de un hexágono 

a una estructura expandida en forma de estrella, liberando las fibras cortas de la cola, constituidas por la proteína gp12, de su 

posición plegada y almacenada, provocando que la unión entre el bacteriófago y la célula huésped se convierta en una unión 

irreversible, por el contacto de las fibras cortas de la cola con un receptor de superficie, utilizando residuos de heptosa en el 

núcleo de lipopolisacárido de E. coli. La contracción de la vaina también se regula en parte por las fibras cortas de la cola, ya 

que los bacteriófagos sin estas fibras son más resistentes a la contracción inducida químicamente, aun cuando poseen las fibras 

largas de la cola (Mosing, et al., 2006). 

 

Existen varios modelos que describen la contracción de la vaina durante la infección, pero el más aceptado es el modelo 

de “cambio conformacional inducido”, que propone que la vaina se mantiene extendida por interacciones entre las subunidades 

de la vaina y el tubo, donde la contracción se desencadena por una ola de cambios conformacionales a lo largo del tubo que 

libera la interacción entre gp18 (componente de la vaina) y gp19 (componente del tubo), produciendo la contracción de la vaina. 

El bacteriófago tiene una estructura en forma de aguja compuesta de gp27 y gp5, que se encuentra por debajo de la placa basal, 

la cual se ha propuesto que inicia la penetración de la envoltura celular. La proteína gp5 se escinde durante este proceso, 

contiene un dominio de lisozima que puede digerir el peptidoglicano, preparando el camino para la inyección del DNA vírico. En 

algún momento la aguja debe removerse para permitir la penetración de la pared celular por el tubo de la cola. El último paso, la 

inyección del DNA, sigue siendo poco caracterizado, pero probablemente implica un canal transmembranal, evidenciado por 

fuga de iones de la célula hospedera después de la infección. Se ha propuesto que el tubo de la cola actúa por sí mismo como 

un conducto de DNA. Ciertos estudios sugieren que el tubo de la cola penetra en la membrana externa por la fuerza mecánica 

generada por la contracción de la vaina, posteriormente se provoca la fusión localizada de la membrana interna alrededor de la 

punta del tubo de la cola (Mosing, et al., 2006). 

 

Varias proteínas son expulsadas junto con el DNA. La proteína GP29, que se encuentra en el canal del tubo de la cola, 

debe salir para poder introducir el DNA. La proteína gp2 se encuentra en los extremos del DNA, para protegerlo de las 

exonucleasas. La transferencia completa del DNA del bacteriófago y de las proteínas en una célula hospedera utiliza en parte la 

energía suministrada por el potencial de membrana, producto de la fuerza protón-motriz (Mosing, et al., 2006). 

 

 

2.4. Características de los bacteriófagos y sus aplicaciones. 

El uso inadecuado de antibióticos ha venido a incrementar la resistencia bacteriana convirtiéndose en un problema mundial. 

Se busca el desarrollo de métodos alternativos para reducir el uso de antibióticos en los ambientes agrícolas. El uso de 

bacteriófagos como herramienta de control biológico, representa una alternativa para combatir fitopatógenos bacterianos, aunque 

se deben hacer estudios a fondo debido a la compleja interacción bacteriófago-huésped (Goodridge, 2004). 

 

La habilidad de los bacteriófagos para mantener su viabilidad ante condiciones físicas desfavorables ya sea inducidas o 

ambientales, incluyendo altas y bajas temperaturas, diferentes rangos de pH, la composición salina de las soluciones en la que 

se disponen y la concentración iones cambian de un bacteriófago a otro, por lo que es importante caracterizar cada nuevo fago 

aislado. Debido a sus diferentes características, estos agentes biológicos pueden colonizar ambientes totalmente diferentes. Las 

características fágicas están diversificadas no solo a través de las diferentes familias, sino dentro de ellas mismas. Por lo tanto, 

el comportamiento de cada bacteriófago es único, impidiendo utilizar conocimientos de la familia a la que pertenece como 

referencia para poder caracterizarlo. De modo que se necesita conocer a cada bacteriófago para establecer sus particularidades 

de acuerdo a las condiciones a las que se vaya a exponer para su preservación, su manipulación y explotación. El incremento 

en los estudios de bacteriófagos para el uso farmacéutico y agrícola, se verá reflejado en información útil de gran importancia 

para su manipulación, conservación y explotación (Jończyk, et al., 2011). 

 

Los primeros estudios donde se aborda la importancia de composición del medio en la viabilidad de los bacteriófagos se 

realizaron en 1949, donde expusieron los bacteriófagos de E. coli y estafilococos a diferentes soluciones salinas, bajo una 

temperatura constante (37°C), monitoreándolos por un tiempo determinado y observando la pérdida del título fágico. En este 
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artículo se observó que la concentración de las soluciones donde se disponen los bacteriófagos, la composición de la misma, 

influía para preservación de los bacteriófagos, esto sin saber si se inactivan o se desnaturalizan (Adams, 1949). 

 

En el 2009 se hicieron estudios para ver si la composición proteíca de la leche le confería protección a bacteriófagos de 

lactobacilos tras la pasteurización. Para este fin, separaron los compuestos de la leche y posteriormente dispusieron a los 

bacteriófagos en los diferentes compuestos de la leche, sometiendolos a pasteurización y realizando posteriormente el monitoreo 

de su concentración. Los resultados indicaron que las soluciones donde la composición contenía proteínas concedían a los 

bacteriófagos mayor resistencia a la pasteurización, Los autores no midieron si se inactivaron o se desnaturalizaban, lo que se 

puede afirmar es que los bacteriófagos, almacenados en soluciones donde la composición era únicamente de sales, despues 

de ser sometidos a la pasteurización, dejaban de infectar bacterias (Atamer, et al., 2009). 

 

El medio en el que se disponen los bacteriófagos influye directamente para la adsorción en el proceso de replicación vírico, 

así como la temperatura en la que se realice la misma amplificación (Zhang, et al., 2015). La viabilidad de los bacteriófagos 

depende de la solución en la que se disponen, así como el tiempo en el que se disponen en dicha solución. Otro factor de gran 

importancia es la temperatura, a temperaturas altas se desnaturalizan, sin embargo, a temperaturas bajas algunos fagos también 

pueden perder viabilidad (Jamal, et al., 2015). 

 

Mattila y colaboradores (2015) realizaron el análisis de la estabilidad en almacenamiento utilizando medio LB a 4 °C durante 

un mes, midiendo el decaimiento del título fágico, obteniendo que el título fágico a esa temperatura era relativamente estable, el 

decaimiento era paulatino a 4 °C.  

En el 2014 Piracha y colaboradores realizaron pruebas a 37 °C (control), 40 °C, 50 °C, 60 °C y 70 °C haciendo tres 

muestreos para monitorear la concentración de bacteriófagos a los 20 minutos, 40 minutos, después de 1 hora de iniciada la 

prueba, para bacteriófagos contra Pseudomonas aeruginosa. Los resultados indicaron que los bacteriófagos fueron resistentes 

a las altas temperaturas por lo menos durante una hora.  

Los estudios a temperaturas bajas son pocos. En el 2014 Krasowska y colaboradores evaluaron varios bacteriófagos para 

Bacillus subtilis a temperaturas de 23, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 121, 4, −20 y −80 °C, el periodo de exposición fue de 3 horas. Los 

resultados mostraron que algunos bacteriófagos se mantuvieron estables a temperaturas de ultra-congelación, congelación y 

frío, sin embargo, no todos se comportaron de la misma forma. A temperaturas altas no todos fueron estables. 

 

Otro de los parámetros que comúnmente se analiza es la estabilidad a los bacteriófagos a diferentes valores de pH. Se 

determina a que pH se pueden exponer los bacteriófagos sin afectar significativamente la concentración en determinado tiempo. 

Los valores de pH evaluados varían de acuerdo al autor, así como el tiempo que se exponen, dependiendo el pH al cual se 

desarrolle el huésped, o de las condiciones a las que se vaya a emplear. Los periodos de análisis van desde una hora, hasta 

toda una noche, también es a consideración del investigador (Jamal, et al., 2014; Jama, et al., 2015; Mattila, et al., 2015; Lallo, 

et al., 2014; Krasowska, et al., 2014). 

 

Los estudios de los bacteriófagos como alternativas terapéuticas en humanos, animales o plantas ha proporcionado 

información sobre sus características fisicoquímicas, mostrando que no se puede generalizar ni tomar como referencia a la 

familia a la que pertenecen (Jończyk, et al., 2011). 

 

Las condiciones de análisis para cada bacteriófago las determina el investigador, de acuerdo a las necesidades que tenga 

para su empleo, lo importante es conocer el bacteriófago para poder determinar los escenarios bajo los cuales se puede dar una 

explotación viable, o en su defecto descartarlo. 

 

2.5 Modelos teóricos 

Un modelo matemático es aquel donde se relacionan variables que incluyen los aspectos relevantes y las causas de un 

fenómeno en estudio, utilizando la lógica matemática y obteniendo los resultados a partir de postulados sobre los cuales hay 

acuerdos generalizados (López de Haro, et al., 2004). 
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Existen tres razones por las cuales se utilizan o construyen los modelos teóricos que son (Martínez, et al., 2004): 

- Interpretar una teoría 

- Explicar una teoría 

- Predecir hechos futuros 

En biotecnología, un modelo matemático representa con frecuencia un fenómeno biológico o bioquímico de interés. 

 

 

Modelo de crecimiento exponencial 

El modelo de crecimiento exponencial, postulado en 1798 por Tomás R. Malthus, propone que las poblaciones crecen a 

una tasa constante. La ecuación que define el modelo teórico de Malthus es: 

Nt=N0λt 

Nt=tamaño de población a determinado tiempo 

N0=Tamaño de población al inicio 

λt =valor de la tasa de crecimiento elevada a la potencia t (Valverde, 2005). 

 

Malthus comenta que si λ corresponde a 1.5, éste valor se mantendrá constante independientemente de dos factores que 

son:  

 Tamaño de la población   

 Circunstancias en las que se encuentre la población 

La situación óptima para el empleo de este modelo es cuando los individuos no interactúan con otras especies, esto último 

implica incorporar formulaciones con mayor grado de complejidad, emulando condiciones reales (figura 2.5) (Ramírez., 2005). 

 

 

Figura 2.5 Crecimiento exponencial a) y b) sin muerte, C) con mortalidad D) con dos especies o razas (Ramírez. 2005). 

 

Para poder entender el modelo de crecimiento o decaimiento exponencial de Malthus, se deben conocer las hipótesis que 

subyacen tras la ecuación, las cuales se dividen en dos: 

1. Los supuestos matemáticos: en la ecuación se considera que N(t) sea una función continuamente diferenciable, 

donde se refieren a las propiedades que deben cumplir las funciones involucradas. 

2. Los supuestos fenomenológicos: refiriéndose a los aspectos del sistema biológico en cuestión dentro de los cuales 

se consideran: 

a. Los recursos son inagotables y homogéneamente distribuidos 

b. Las generaciones de poblaciones se traslapan 

c. Las poblaciones están conformadas por individuos indistinguibles 

d. La población se encuentra aislada 

e. La población se encuentra distribuida uniformemente 

f. La población es cerrada, no existe inmigración ni emigración (López de Haro, et al., 2004) 
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CAPÍTULO 3. OBJETIVOS  

3.1 Planteamiento del problema 

El cultivo de jitomate en México representa un sector estratégico en la economía nacional particularmente en el rubro de 

la exportación, ya que anualmente se exportan alrededor de 1.5 millones de toneladas que representan entre 50-70% del 

volumen total de producción. Morelos es uno de los principales estados productores de jitomate, sin embargo, en los últimos 

años los productores morelenses han sufrido importantes pérdidas en los cultivos de ésta hortaliza debido a la marchitez 

bacteriana causada por R. solanacearum. Los métodos de control actuales se basan en la aplicación de sustancias químicas 

como antibióticos y otro tipo de agroquímicos, lo que perjudica la calidad de los suelos al destruir la microbiota habitual, además 

de contaminar mantos freáticos y en ocasiones provocar toxicidad en el humano y en las plantas. Frente a esta situación, se 

hace necesario el desarrollo de nuevos métodos de control que sean amigables con el ambiente, con las plantas y con el humano. 

En este sentido, el uso de bacteriófagos se presenta como una alternativa sustentable para el control de este tipo de 

enfermedades.  

 

 

3.2 Justificación 

Mantener los cultivos de jitomate libres de enfermedades bacterianas, disminuirá las pérdidas en la producción, evitando 

mermas económicas en el sector agrícola. El uso de bacteriófagos para el control biológico de Ralstonia solanacearum, una de 

las principales bacterias causante de enfermedad en jitomate, ayudará a disminuir el uso de antibióticos y agroquímicos en la 

prevención y el tratamiento de la enfermedad causada por esta bacteria, evitando el surgimiento de cepas resistentes a estos 

agentes y reduciendo el efecto negativo de los mismos en el ambiente. 

La especificidad de los bacteriófagos abre la posibilidad para utilizarlos en el tratamiento y la prevención de la marchitez 

bacteriana causada por R. solanacearum en cultivos de jitomate. En nuestro grupo de trabajo se ha aislado el bacteriófago ɸRSP, 

el cual es lítico para R. solanacearum, característica que lo señala como un potencial agente de control biológico. En este trabajo 

se analizaron algunas características fisicoquímicas y biológicas del bacteriófago ɸRSP para determinar las condiciones en las 

cuales el bacteriófago presenta mayor estabilidad. La información generada es importante para consolidar el potencial del 

bacteriófago ɸRSP como agente de control biológico de R. solanacearum. 

 

 

3.3 Hipótesis 

3.3.1 Hipótesis general 

• Las características fisicoquímicas y biológicas analizadas mostrarán la estabilidad del bacteriófago ɸRSP para su 

almacenamiento a mediano y largo plazo y también bajo condiciones compatibles con el cultivo de jitomate. 

3.3.2 Hipótesis particulares 

Con base en los antecedentes que se tienen con otros bacteriófagos que infectan a R. solanacearum. Se plantean las 

siguientes hipótesis particulares: 

• El bacteriófago  presentará el tiempo de reducción decimal más prolongado en la solución de sulfatos y fosfato 5X. 

• La concentración del bacteriófago ɸRSP no presentará cambios significativos en un intervalo de valores de pH de 5 a 9. 

• La concentración del bacteriófago  ɸRSP no experimentará una reducción mayor al 20% después de una exposición a  

la desecación por 1 hora, ni mayor al 50% después de 5 horas de exposición a la desecación. 
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3.4 Objetivos 

3.4.1 Objetivo general  

 Evaluar la estabilidad del bacteriófago ɸRSP frente a factores fisicoquímicos asociados con la composición del medio 

acuoso en el que se encuentra, el pH, la temperatura y la desecación. 

 

3.4.2 Objetivos específicos 

1. Analizar la estabilidad del bacteriófago ɸRSP almacenado en: 

a) Solución de sulfatos y fosfatos 1x (en refrigeración y temperatura ambiente) 

b) Solución de sulfatos y fosfatos 5x (en refrigeración y temperatura ambiente) 

c) Medio NBY (en refrigeración y temperatura ambiente) 

d) Buffer SM (en refrigeración y temperatura ambiente) 

e) Agua grado Milli-Q (en refrigeración y temperatura ambiente) 

2. Analizar la estabilidad del bacteriófago ɸRSP a diferentes concentraciones de pH 

3. Analizar la resistencia del bacteriófago ɸRSP a la desecación. 
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CAPÍTULO 4.  METODOLOGÍA 

4.1 AMPLIFICACIÓN Y PURIFICACIÓN FÁGICAS 

Para realizar los experimentos de estabilidad en soluciones salinas, fue necesario obtener una solución del bacteriófago  

ΦRSP a una concentración de al menos 1x108 PFU/mL, de manera que esta solución se pudiera diluir al menos cien veces en 

cada una de las soluciones en las que se evaluó la estabilidad del bacteriófago. Después de la dilución se obtuvo una 

concentración de 1x106 PFU/mL, la cual permitió monitorear la estabilidad del bacteriófago durante un tiempo adecuado. Se 

consideró una dilución de al menos 1/100, para reducir al mínimo la interferencia de los componentes de la solución en la que 

originalmente se encuentra el bacteriófago.  

Para la propagacón fágica se siguió el procedimiento descrito a continuación:  

a) De una solución fágica se prepararon diluciones decimales y se sembraron de acuerdo a la metodología descrita en la 

sección de “Titulación fágica”. Se incubó a 30° por 48 horas. 

b) Se identificó la caja de Petri que presentara PFU’s aisladas. 

c) Se obtuvo un fragmento de agar que formara parte de alguna de las PFU´s aisladas. 

d) En un cultivo de Ralstonia solanacearum en medio líquido, se inoculó el fragmento de agar recuperado y se incubó de 

24-48 horas, a 250 rpm a temperatura ambiente.  

e) Transcurrido el tiempo de incubación, el medio líquido que contenía bacterias y bacteriófagos se centrifugó en un tubo 

falcon de 15 mL a 2830 g durante 20 min. 

f)  Después de la centrifugación, el sobrenadante se recuperó por decantación en un vaso de precipitados, cuidando no 

arrastrar bacterias. 

g) El sobrenadante se esterilizó por filtración empleando filtros de jeringa con un tamaño de poro de 0.2 micrómetros, 

depositando el filtrado en un tubo falcón estéril de 15 mL. Esta solución fágica se tituló y se registró con la siguiente 

información: la fecha de titulación, quien la realizó y la concentración o título fágico. 

 

4.2 TITULACIÓN FÁGICA 

La titulación fágica es útil para determinar la concentración de bacteriófagos infectivos en una solución. Generalmente la 

titulación se hace con diluciones en base diez y es importante realizarla para monitorear la concentración fágica de una solución 

sometida a diferentes condiciones. La titulación se llevó a cabo de la siguiente manera: Para cada muestra a titular, incluyendo 

las réplicas, se disolvió totalmente 6 mL de agar suave. Una vez disuelto, el agar se colocó en un baño maría a 45°C, dejando 

que se atemperara durante 15 minutos. En condiciones estériles, se prepararon por duplicado y de forma independiente (para 

realizar réplicas completas, no pseudoréplicas), ocho diluciones 1/10 de la solución fágica a evaluar. Para este fin  se tomaron 

15 µL de la solución a diluir y se adicionaron a un microtubo que contenía 135 µL de medio NBY.  

Para una solución fágica de título desconocido, se recomienda utilizar hasta siete diluciones decimales. Una vez realizadas 

las diluciones, a cada muestra se le adicionaron 200 µL de un cultivo bacteriano de R. solanacearum crecido durante 24-48 

horas. Se tomó todo el volumen contenido en el microtubo de una dilución determinada y se depositó en el agar suave que se 

encontraba a 45°C. Se mezcló perfectamente y el contenido del tubo se vertió en una caja de Petri estéril con NBY. Lo mismo 

se realizó con las demás diluciones. Al terminar la titulación, en una caja de medio NBY sólido, se sembró una asada de la 

suspensión bacteriana que se usó para hacer los pastos bacterianos, para confirmar la pureza del cultivo líquido que se utilizó. 

Se incubó a no más de 30°C por 24-48 horas. Después de la incubación, se determinó si se observaba el factor de dilución y la 

reproducibilidad entre titulaciones, de no observarse estas dos características, la titulación no se consideraba válida. Se contó 

el número de placas de lisis (PFU) en aquellas cajas que presentaran no más de 200 pfu’s ni menos de 10. Se calculó la 

concentración fágica usando la siguiente fórmula. 

pfu’s/mL = (# de pfu’s en la caja)x(Factor de Dilución)*(1000) / (volumen contenido en el microtubo de la dilución 

correspondiente) 

 

 

4.3 PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES 

En este trabajo, las soluciones empleadas para las pruebas de estabilidad se seleccionaron de acuerdo a las condiciones 

en las que se planea emplear el bacteriófago. Estas soluciones son: 1) solución de sulfatos y fosfatos 1X, 2) solución de sulfatos 

y fosfatos 5X (estas dos soluciones tiene una composición idéntica a las soluciones nutritivas de riego para el cultivo de jitomate), 
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3) buffer SM ya que es el medio que en la literatura se emplea para la conservación de bacteriófagos, 4) medio líquido NBY, es 

el medio donde crece de manera óptima la bacteria huésped y 5) agua grado Milli-Q ya que anteriormente Flores-García (2013) 

mostró que otro bacteriófago lítico para R. solanacearum era inestable en agua destilada 

 

En esta sección se presentan los medios de cultivo utilizados para las titulaciones fágicas y para el crecimiento de la bacteria. 

 

Medio NBY sólido 

Tabla 4.1 Cantidades a utilizar de cada reactivo para preparar 400 mL de medio NBY sólido. 

Reactivo Concentración de trabajo Cantidad a pesar (g) 

Peptona 5.00 g/L 2.0 

Extracto de carne 3.00 g/L 1.2 

Extracto de levadura 2.00 g/L 0.8 

K2HPO4 2.00 g/L 0.8 

KH2PO4 0.50 g/L 0.2 

Sacarosa 25.00 g/L 10 

MgSO4•7H2O 0.001 M 0.0988 

Agar 15.00 g/L 6 

 
Una vez pesadas las cantidades indicadas, se disolvieron y se llevaron a 400 mL con agua destilada. Este volumen permite 
preparar aproximadamente 20 cajas de Petri. 

 

Agar suave de NBY 
Tabla 4.2 Cantidades a utilizar de cada reactivo para preparar 264 mL de agar suave de NBY. . 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Una vez pesadas las cantidades indicadas, se disolvieron y se llevaron a 264 mL con agua destilada. Este volumen permite 
preparar aproximadamente 40 tubos con 6 mL de medio c/u 

 

Medio NBY líquido 

Tabla 4.3 Cantidades a utilizar de cada reactivo para preparar medio líquido NBY. 
 

 

 

 

 

 

 

Una vez pesadas las cantidades indicadas, se disolvieron y se llevaron a 264 mL con agua destilada. Este volumen permite 

preparar aproximadamente 80 tubos con 3 mL de medio c/u. 

4.4 Preparación de las soluciones fágicas para la evaluación de la estabilidad 

 Las soluciones empleadas para las pruebas de estabilidad se seleccionaron de acuerdo a las condiciones en las que se 

planea conservar el bacteriófago. Estas soluciones son: 1) solución de sulfatos y fosfatos 1X, 2) solución de sulfatos y fosfatos 

5X (estas dos soluciones tiene una composición idéntica a las soluciones nutritivas de riego para el cultivo de jitomate, solo 

varían en la concentración de los reactivos), 3) buffer SM, es el medio más citado en la literatura para la conservación de 

bacteriófagos, 4) medio líquido NBY, es el medio donde crece de manera óptima la bacteria huésped y 5) agua grado Milli-Q ya 

que anteriormente Flores-García (2013) mostró que otro bacteriófago lítico para R. solanacearum era inestable en agua destilada. 

 

Las soluciones de estabilidad se prepararon con la composición indicada en las siguientes tablas.  

Reactivo Concentración de trabajo Cantidad a pesar (g) 

Peptona 5.00 g/L 1.32 

Extracto de carne 3.00 g/L 0.792 

Extracto de levadura 2.00 g/L 0.528 

K2HPO4 2.00 g/L 0.528 

KH2PO4 0.50 g/L 0.132 

Sacarosa 25.00 g/L 6.6 

MgSO4•7H2O 0.001 M 0.0648 

Agar 7.00 1.848 

Reactivo Concentración de trabajo Cantidad a pesar (g) 

Peptona 5.00 g/L 1.32 

Extracto de carne 3.00 g/L 0.792 

Extracto de levadura 2.00 g/L 0.528 

K2HPO4 2.00 g/L 0.528 

KH2PO4 0.50 g/L 0.132 

Sacarosa 25.00 g/L 6.6 

MgSO4•7H2O 0.001 M 0.0648 
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4.4.1 Solución de sulfatos con fosfato 1X 

Se prepararon 500 mL de solución de sulfatos + fosfatos, ajustando el pH a 7.0 antes de esterilizar por filtración (Tabla 4.4) 

Una vez preparados los 500 mL, se esterilizó por filtración, colocando el filtrado en tubos falcón estériles de 50 mL. 

 
Tabla 4.4 Cantidades a utilizar de cada reactivo para preparar la solución de estabilidad de sulfatos + fosfatos 1X. 

Reactivo Concentración (g/L) Cantidades para 500 mL (g) 

K₂SO₄ 0.27 0.135  

MgSO₄.7H2O 0.44 0.220  

KH₂PO₄ 0.14 0.070  

 

Una vez pesadas las cantidades indicadas, se disolvieron y se llevaron a 500 mL con agua destilada. 

4.4.2 Solución de sulfatos con fosfato 5X 

Se prepararon 100 mL de solución 5X de acuerdo con la composición señalada en la tabla 4.5. Es importante mantener la 

esterilidad del medio en todo momento. 

 
Tabla 4.5 Cantidades a utilizar de cada reactivo para preparar la solución de estabilidad de sulfatos + fosfatos 5X. 

Reactivo Concentración (g/L) Cantidades para 100 mL (g) 

K₂SO₄ 1.35 0.135 

MgSO₄.7H2O 2.2 0.22 

KH₂PO₄ 0.70 0.070 

 

Una vez pesadas las cantidades indicadas, se disolvieron y se llevaron a 100 mL con agua destilada. 

Se disolvieron las sales y se ajustó el pH a 7.0 antes de aforar y esterilizar por filtración. El filtrado se almacenó en tubos 

falcon estériles de 50 mL. 

 

 

4.4.3 Buffer SM 

Se preparó la solución de Buffer SM de acuerdo a las concentraciones que se encuentran en la tabla 4.6. De igual forma, 

es importante mantener la esterilidad del medio en todo momento. 

 

Tabla 4.6 Cantidades a utilizar de cada reactivo para preparar el buffer SM. 
 

 

 

 

 

 

Una vez medidas las cantidades indicadas, se disolvieron y se llevaron a 100 mL con agua destilada 

 

 

4.4.4 ESTABILIDAD DEL BACTERIÓFAGO ΦRSP EN DIFERENTES SOLUCIONES 

De cada una de las soluciones de análisis con las concentraciones deseadas se tomarón 1.485 mL de la solución y se 

vierten en ocho microtubos estéril de 1.5 mL, añadiendo posteriormente a cada microtubo 15 µL de solución fágica con título 

conocido (la solución utilizada presentó un título de 1.2x1010 PFU/mL). Cuatro tubos se mantienen bajo condiciones de 

refrigeración y los otros cuatro a temperatura ambiente. El stock fágico se diluyó 100 veces para minimizar el efecto sobre la 

estabilidad del medio NBY en el que se encontraban originalmente los bacteriófagos, obteniendo una concentración final de 

1.2x1008 PFU/mL aproximadamente. 

Ya preparadas las soluciones de análisis, estas se muestrearon una vez por semana. En algunas ocasiones, debido a 

periodos de vacacionales y días festivos, no se pudo llevar a cabo el muestreo como se planeó, pero se pudo hacer el monitoreo 

de las muestras por lo menos durante 100 días. Para el monitoreo de las soluciones, en la fecha correspondiente se tomaron 15 

µL de solución fágica de cada uno de los cuatro microtubos, mezclándose con 135 µL de medio NBY en un microtubo de 600 

Reactivo Concentración Cantidades para 100 mL 

Tris-HCl (stock: 1M, pH 7.5) 50 mM 5.0 mL 

NaCl 0.1 M 0.5844 g 

MgSO₄.7H2O 8 mM 0.0963 g 

Gelatina (stock: 2.0% p/v) 0.002 % 0.1 mL 

H2O c.b.p. 100 mL 
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µL, se agitó y posteriormente se procedió a hacer diluciones base 10, hasta la séptima dilución. Estas diluciones se plaquearon, 

dejando incubar durante 48 horas, después se hizo el conteo de PFU. Para sacar la concentración de bacteriófagos se utilizó la 

fórmula presentada en la sección 4.2. 

La preparación de las muestras se realizó de igual manera para las 5 soluciones de análisis bajo las dos temperaturas de 

interés. 

 

 

4.5 INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA VIABILIDAD DEL BACTERIÓFAGO ΦRSP  

La evaluación del efecto del pH sobre la estabilidad del bacteriófago RSP se evaluó en la solución en la que el bacteriófago 

presentó mayor estabilidad. Inicialmente se prepararon 500 mL de la solución de sulfatos + fosfatos 5X, pesando las cantidades 

de los reactivos señalados en la tabla 4.7. 

 

Tabla 4.7 Cantidades pesadas para la preparación de la solución de sulfatos y fosfatos 5X. 

Reactivo Concentración  
a utilizar (g/L) 

Masa a pesar para  
preparar 500 mL (g) 

K2SO4 1.35 0.675 

MgSO4•7H2O 2.2 1.1 

KH2PO4 0.70 0.35 

 

Una vez verificada la completa disolución de las sales adicionadas, se tomaron once alícuotas de 40 mL, colocándolas en 

un vaso de precipitados. A las primeras cinco alícuotas se les ajustó el pH en valores que fueron de 2.0 a 6.0, con incrementos 

de una unidad, adicionando HCl 1.0 M para reducir al mínimo los cambios de volumen por adición de ácido. A la sexta alícuota 

se le ajustó el pH a 7.0. A las alícuotas siete a once se les ajustó el pH de 8.0 a 12.0, con incrementos de una unidad, adicionando 

NaOH 0.1 M.  

 

De cada solución con el pH ajustado, se colocaron 495 µL en un microtubo de 1.6 mL estéril, se le adicionaron 5 µL de la 

solución fágica con título 1x1010 PFU/ml, se mezcló perfectamente y se dejó en incubación a temperatura ambiente por 1 hora. 

Transcurrida la hora, se prepararon siete diluciones decimales usando como diluyente solución de sulfatos y fosfatos 5X estéril, 

pH 7 y se procedió a realizar la titulación. Para cada valor de pH, la evaluación de la estabilidad se hizo por triplicado. Las cajas 

se incubaron a 30°C y se registró el número de PFU´s a las 48 horas. 

 

 

4.6 PRUEBAS DE RESISTENCIA A LA DESECACIÓN 

Evaluación de la resistencia del bacteriófago ΦRSP a la desecación 

Durante la aplicación en campo, el bacteriófago se verá sometido a condiciones de estrés que pueden provocar su 

inactivación. Una de estas condiciones es la pérdida progresiva de agua. Este experimento tuvo como objetivo determinar el 

efecto de la desecación sobre la actividad lítica del bacteriófago ΦRSP. Se realizó de tal forma que una gota de la solución fágica 

a evaluar pudiera observarse al microscopio estereoscópico y las demás se mantuvieran en condiciones de esterilidad, para en 

ellas evaluar la concentración fágica. 

 

4.6.1 PARTE I: Determinación del tiempo de desecación 

Inicialmente se evaluó el tiempo requerido para que una gota de 5 uL colocada en la tapa de un microtubo se secara. En 

la parte interna de la tapa de cuatro microtubos estériles de 1.5 mL, se colocaron 5 µL de una solución fágica en solución de 

sulfatos y fosfatos 5X, con un título de al menos 1x106 PFU/mL. Los 5 µL se colocaron de tal forma que pudieran observarse al 

microscopio estereoscópico sin problema. Una vez colocada la primera gota, se inició el cronómetro. 

Con ayuda de un dispositivo automático para el registro de humedad y tempertura del aire (datalogger) colocado en la 

campana de flujo laminar donde se colocaron los microtubos, se registró la temperatura y humedad relativa a la que se 

mantuvieron los tubos durante el experimento. 

Cada 3 minutos, se observó la gota de cada microtubo control al microscopio estereoscópico para determinar el grado de 

reducción de la gota. Se registraron los tiempos en los que 1) la gota se redujo aproximadamente a la mitad de su tamaño 
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original, 2) en que la gota se evaporó totalmente. Una vez que la gota se evaporó totalmente, se registró el tiempo transcurrido, 

para realizar análisis de concentración fágica a diferentes tiempos después de la desaparición de la gota. 

 

4.6.2 PARTE II: Evaluación de la resistencia del bacteriófago ΦRSP a la desecación. 

Se etiquetaron 28 microtubos de 1.5 mL, definiéndose siete series de cuatro microtubos cada una, que correspondían a 

los tiempo indicados en la tabla 4.8. 

 
Tabla 4.8. Series de tubos utilizadas en el experimentos de resistencia a la desecación. 

Serie Tiempo de desecación 

0 0 minutos 

M Reducción de la gota a la mitad 

D Desaparición de la gota 

10 10 minutos después de la evaporación de la gota 

20 20 minutos después de la evaporación de la gota 

30 30 minutos después de la evaporación de la gota 

60 60 minutos después de la evaporación de la gota 

 

En la tapa de cada microtubo se colocó un volumen de 5.0 uL de una solución fágica en solución de sulfatos y fosfatos 

5X, con un título de al menos 1x106 PFU/mL, formando una gota. Transcurrido el tiempo indicado en la tabla 4.8, a cada 

microtubo se le adicionaron 500 µL de solución de sulfatos + fosfatos 5X estéril y se mezclaron agitando cada microtubo 

manualmente, para que se lavara el sitio donde se depositó la gota. Un microtubo adicional fungió como tubo control. Una 

vez que se colocó la primera gota, se inició el cronómetro. Los 10 µL se colocaron de tal forma que pudieran observarse al 

microscopio estereoscópico sin problema.  

Con ayuda de un datalogger (dispositivo que registra automáticamente datos ambientales) colocado en la campana de 

flujo laminar donde estaban los tubos, se registró la temperatura y humedad relativa a la que se mantuvieron los tubos 

durante el experimento. Conforme se colocaron las gotas de la serie “0”, los tubos correspondientes se procesaron, 

adicionando a cada microtubo 495 µL de solución de sulfatos + fosfatos 5X, se mezcló perfectamente y se titularon las cuatro 

réplicas. 

La concentración fágica en las muestras después de mezclar con 495 o 500 uL de solución de sulfatos y fosfatos 5X, 

teóricamente sería cercana a 1x104 PFU/mL, ya que provenían de una solución con un título de 1x106 PFU/mL y se diluyeron 

100 veces. En las diluciones 1/10 y 1/100 de las muestras analizadas se esperaba obtener cerca de 100 y 10 PFU’s al 

plaquear 100 µL de cada dilución. Se prepararon dos diluciones 1/10, cada una de 150 µL y se plaquearon 100 µL de cada 

una y de la solución sin diluir. Este procedimiento se repitió con toda las muestras.  

Cada 3 minutos, se observó la gota del tubo control al microscopio estereoscópico para determinar la reducción de 

tamaño. Se registró el tiempo en el que la gota del tubo control se redujo a la mitad de su tamaño original, en ese momento 

se adicionaron 500 µL de la solución de sulfatos + fosfatos 5X a la serie “M” y se tituló. Se registró el tiempo en el que la 

gota del tubo control se evaporó totalmente, en ese momento se adicionaron 500 µL de la solución de sulfatos + fosfatos 5X 

a la serie “D” y se tituló. Se contaron 10 minutos después de la desaparición de la gota, en ese momento se adicionaron 500 

µL de la solución de sulfatos + fosfatos 5X a la serie “10” y se tituló. Se contaron 20 minutos después de la desaparición de 

la gota, en ese momento se adicionaron 500 µL de la solución de sulfatos + fosfatos 5X a la serie “20” y se tituló. Se contaron 

30 minutos después de la desaparición de la gota, en ese momento se adicionaron 500 µL de la solución de sulfatos + 

fosfatos 5X a la serie “30” y se tituló. Se contaron 60 minutos después de la desaparición de la gota, en ese momento se 

adicionaron 500 µL de la solución de sulfatos + fosfatos 5X a la serie “60” y se tituló. Las cajas se incubaron a 30°C por 48 

horas. Se verificó la calidad de los datos y se decidió si se aceptaban o se rechazaban, tomando en cuenta que el coeficiente 

de variación debe ser menor al 30%. Si los datos no eran de calidad, el experimento se repetía. 
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS  

Este capítulo está dividido en tres secciones. La primera sección comprende la descripción de los resultados asociados 

con la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en cinco diferentes medios a dos diferentes temperaturas. En la segunda sección se 

muestran los resultados de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP a diferentes valores de pH. Por último, se presentan los 

resultados de la prueba de resistencia a la desecación.  

 

5.1 Evaluación de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en soluciones de distintas composición, bajo condiciones 

de refrigeración y a temperatura ambiente 

La estabilidad del bacteriófago ɸRSP se evaluó en cuatro soluciones de diferente composición (medio NBY, solución de 

sulfatos y fosfatos 1X, solución de sulfatos y fosfatos 5X, buffer SM) y en agua grado Milli-Q. Tanto en el agua Milli-Q como en 

las cuatro soluciones utilizadas, se incluyeron muestras a temperatura ambiente y bajo condiciones de refrigeración. 

 

5.1.1 Estabilidad en medio NBY 

El perfil de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio NBY se presenta en la figura 5.1. Durante el periodo evaluado (100 

días a temperatura ambiente, 102 días en refrigeración), los perfiles obtenidos bajo ambas condiciones fueron muy similares, 

estuvieron prácticamente traslapados, excepto en la parte final, que a temperatura ambiente presenta un decaimiento un poco 

más acelerado. Se observa que durante las primeras dos mediciones prácticamente no se presentó cambio en la concentración, 

de hecho se registra un ligero incremento en la concentración bajo condiciones de refrigeración al pasar de la primera a la 

segunda medición, esto se atribuye a errores experimentales. A temperatura ambiente, el promedio de la concentración en la 

primera y segunda medición fue de 1.705x109 pfu/mL y 1.815x109 pfu/mL. En refrigeración, el promedio de la concentración en 

la primera y segunda medición fue de 1.665x109 pfu/mL y 1.700x109 pfu/mL. Después de la segunda medición, el título fágico a 

ambas temperaturas presenta un rápido decaimiento, desde el día 15 al día 36 en refrigeración y desde el día 15 al día 59 a 

temperatura ambiente. Esta etapa de rápido decaimiento presenta una pendiente negativa pronunciada, posteriormente sigue 

una etapa con menor pendiente en ambos perfiles. A partir de aproximadamente el día 50, el decaimiento fágico se reduce de 

manera importante. 
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Figura 5.1 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio NBY a temperatura ambiente y en refrigeración. 

 

Las diferencias observadas entre la primera y segunda medición a ambas temperaturas, podrían estar reflejando la 

dispersión inherente a la técnica de medición utilizada. El error relativo entre ambas mediciones, considerando como el 100% el 

título inicial, es de 6.4% a temperatura ambiente y de 2.1% a temperatura de refrigeración. Estos resultados sugieren que 

diferencias no mayores al 10%, podrían indicar ausencia de cambio en la concentración entre mediciones. 

La figura 5.1 muestra la tendencia del comportamiento del bacteriófago ɸRSP a temperatura ambiente y en refrigeración, 

también expone la dispersión experimental por punto temporal de análisis de los datos, los cuales fueron obtenidos por triplicado 

en cada una de las dos condiciones. Las gráficas muestran la media y la desviación estándar para cada punto evaluado. La 

dispersión no es evidente debido al uso de la escala logarítmica en el eje de las ordenadas. 
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5.1.2 Solución de sulfatos y fosfatos 1X. 

En el perfil de estabilidad del bacteriófago  ɸRSP en la solución de sulfatos y fosfatos 1X se puede observar que desde el 

inicio cada perfil presentó un título fágico ligeramente diferente (figura 5.2). A pesar de que las muestras evaluadas bajo cada 

condición partieron de una misma solución madre, hay una diferencia evidente en el comportamiento del bacteriófago ɸRSP, 

debido a la temperatura a la que se expusieron las muestras. Se presentó un comportamiento prácticamente horizontal a 

temperatura de refrigeración durante el periodo de prueba de 110 días, lo que indica que el decaimiento del título fágico es 

relativamente lento a temperatura de refrigeración. En el perfil a temperatura ambiente, se obtuvo una pendiente pronunciada 

indicando una pérdida más acelerada del título fágico en estas condiciones. 

Las características de la técnica de titulación fágica, tales como las múltiples diluciones utilizadas, así como el número de 

réplicas manejadas durante las pruebas, llevan a una acumulación de errores aleatorios, mismos que provocan que el título 

fágico aparentemente se incremente en ciertos puntos durante la prueba en refrigeración, lo cual no puede ocurrir.  
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Figura 5.2. Perfil de estabilidad del bacteriófago ФRSP en la solución de SO4 + PO4 1X en refrigeración y temperatura ambiente. 
 

Los datos mostrados en la figura 5.2 se obtuvieron por triplicado en cada punto. Se muestra la media y la desviación 

estándar para cada punto temporal evaluado.  

 

5.1.3 Solución de sulfatos y fosfatos 5X. 

Respecto al comportamiento del bacteriófago ɸRSP en la solución de sulfatos y fosfatos 5X en refrigeración (figura 5.3), 

se observa que desde el inicio no hay variaciones significativas en el título fágico. La concentración del título fágico es 

prácticamente la misma desde el inicio de la prueba hasta el final, como se observa por la línea prácticamente horizontal que se 

obtiene durante los 100 días de prueba en refrigeración. A temperatura ambiente se empieza la prueba con un título menor 

desde el inicio, el cual se mantiene prácticamente sin cambio hasta el final. Este comportamiento es similar al observado con el 

bacteriófago ITL-1, el cual fue más estable en la solución de sulfatos y fosfatos 5X a ambas temperaturas. El incremento aparente 

en la concentración del bacteriófago durante las primeras tres titulaciones a temperatura ambiente, posiblemente deba a errores 

experimentales. 
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Figura 5.3 Perfil de estabilidad del bacteriófago ФRSP en la solución de SO4 y PO4 5X en refrigeración y temperatura ambiente. 
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Se podría considerar que los perfiles de la figura 5.3 presentan un comportamiento anómalo ya que se observa que hay 

subidas y caídas en el título fágico. Sin embargo, como se muestra en la tabla 5.1, el análisis de los datos muestra que el 

coeficiente de variación disminuye conforme se adquiere más experiencia en las titulaciones, producto de un mejor manejo de 

la técnica. Esto ayudó a disminuir la incertidumbre en los datos en las titulaciones conforme se avanzaba en la obtención de los 

perfiles. Al inicio de la prueba se tenía una mayor variación en comparación con aquellas que se tuvo al final de la misma, lo que 

generó resultados que indicaban que las concentraciones fágicas en algunas ocasiones subían respecto a la concentración 

calculada previamente. Las múltiples diluciones de la técnica, con sus errores aleatorios asociados, también hacen que en la 

prueba se note la acumulación de errores aleatorios durante la medición.  

 
Tabla 5.1 Se muestra la dispersión que se obtuvo al inicio, en la zona intermedia y al final, de la evaluación de la estabilidad en la 

solución de sulfatos y fosfato 5X, a temperatura ambiente y en refrigeración (para más detalles, revisar anexo 1). 

Punto de titulación Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Coeficiente de variación 

Tiempo 0, Temp. amb. 1.04x108 pfu/mL 2.59x108 pfu/mL 2.59x108 pfu/mL 43.33% 

Tiempo 42, Temp. amb. 6.22x108 pfu/mL 6.81x108 pfu/mL 6.74x108 pfu/mL 4.9% 

Tiempo 90, Temp. amb. 5.44x108 pfu/mL 4.81x108 pfu/mL 4.81x108 pfu/mL 2.62% 

Tiempo 8, Refrigeración 1.33x109 pfu/mL 1.33x109 pfu/mL 8.15x108 pfu/mL 25.80% 

Tiempo 54, Refrigeración 1.33x109 pfu/mL 1.33x109 pfu/mL 8.89x108 pfu/mL 21.65% 

Tiempo 103, Refrigeración 2.0x109 pfu/mL 1.63x109 pfu/mL 2.0x109 pfu/mL 11.40% 

 

 

5.1.4 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en Buffer SM. 

Los resultados obtenidos en la prueba de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en la solución de buffer SM se muestran en la 

figura 5.4. La estabilidad del bacteriófago es mayor en refrigeración que a temperatura ambiente, los puntos en los que se 

observa un incremento en la concentración, son producto de la incertidumbre asociada a la técnica experimental, así como al 

manejo de la técnica por el analista.  
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Figura 5.4 Perfil de estabilidad del bacteriófago ФRSP en el buffer SM en refrigeración y temperatura ambiente. 

 

El muestreo se realizó periódicamente, por triplicado, las barras de error muestran la desviación estándar asociada a los 

muestreos. 

 

 

5.1.5 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en agua. 

Uno de los perfiles de estabilidad del bacteriófago que es bastante llamativo, es el que se realizó usando como medio agua 

grado Milli-Q (figura 5.5). En este medio se observó que la temperatura afecta de manera drástica la estabilidad del bacteriófago 

ɸRSP. Bajo estas condiciones, las concentraciones de sales o de agentes externos que pudieran influir en la estabilidad en 

soluciones acuosas son mínimas. En la prueba a temperatura ambiente se pierde el título en menos de 15 días, por otro lado, el 

bacteriófago ɸRSP en refrigeración se mantiene estable durante todo el periodo de la prueba. Sí hay una ligera pérdida, pero no 

es mayor a un orden de magnitud.  

El periodo de análisis bajo las dos condiciones de temperatura es muy diferente. A temperatura ambiente el título se perdió 

en menos de 15 días, la caída abrupta complicó el monitoreo del título fágico y fue necesario titular con más frecuencia que la 
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planeada originalmente. En la prueba de estabilidad fágica a temperatura de refrigeración, se observa que la recta se mantiene 

prácticamente horizontal durante todo el periodo de análisis que son 102 días, con una caída del título muy lenta. 
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Figura 5.5 Perfil de estabilidad del bacteriófago ФRSP en agua en refrigeración y a temperatura ambiente 

 

Es interesante el comportamiento del bacteriófago bajo diferentes temperaturas en el mismo medio, el cual carece de 

compuestos salinos que afecten la estabilidad. No hay estudios previos donde evalúen la estabilidad de los bacteriófagos en 

agua a diferentes temperaturas. 

 

En un inicio, se pensó que los resultados obtenidos de la caída del título fágico a temperatura ambiente, se debían a un 

error técnico, o algún factor externo al medio y por eso la caída abrupta del título fágico. El experimento se realizó por triplicado 

como se observa en la figura 5.6. Los resultados obtenidos fueron similares en las dos repeticiones posteriores, con algunas 

variaciones. 
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Figura 5.6 Estabilidad del bacteriófago ФRSP en agua Milli-Q a diferentes temperaturas. 

 

Durante una de las evaluaciones en agua Milli-Q a temperatura ambiente, ésta cambio dependiendo de la estación del año 

en que se realizó el experimento. Se realizaron dos evaluaciones a mediados de noviembre (26 °C) y una en enero (22°C). Si 

bien se pretendía obtener lo puntos de análisis desde el inicio hasta la pérdida total del título, en una de las evaluaciones la 

disponibilidad de las instalaciones y equipos impidió completar el experimento. Los puntos obtenidos muestran un 

comportamiento en el que la estabilidad del bacteriófago ФRSP en agua Milli-Q depende de la temperatura. Al realizar el 

experimento a 22°C, se observó una caída no tan pronunciada como la obtenida en las dos veces que el experimento se realizó 

a 26°C. En la figura 5.7 se muestran los perfiles de temperatura obtenidos durante los experimentos a 26 °C y 22 °C. Esta 

variación de 4 °C en la temperatura, mostró un efecto en la pendiente de los perfiles de estabilidad obtenidos. 
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Figura 5.7. Se muestran los perfiles de temperatura del aire durante los tres experimentos de evaluación de la estabilidad del 
bacteriófago ɸRSP en agua grado Milli-Q a temperatura ambiente. En el eje de las abscisas se tiene el número de registro del datalogger 

utilizado, el dispositivo registraba los datos cada 15 minutos. 

 

Las temperaturas fueron más bajas la tercera vez que se montó la prueba de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en agua, 

por debajo de 5 grados más fría que la primera vez que se realizó la parte experimental, a lo que se atribuye que el bacteriófago 

tienda a mantenerse más estable; sin embargo, el periodo en el que se encuentra viable, su estabilidad no se incrementa de 

manera importante. Los registros de la temperatura se tomaron durante todo el periodo de evaluación cada 15 min. 

 

 

5.2 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP a distintos valores de pH. 

Es de importancia conocer el pH al que el bacteriófago ɸRSP es estable, para conocer si su aplicación es viable de acuerdo 

a las condiciones a las que se desea emplear a futuro. En la figura 5.8 se puede observar la estabilidad del bacteriófago ɸRSP 

a diferentes valores de pH, en un rango de pH 2-12. El bacteriófago estuvo expuesto durante una hora a cada condición, 

mostrándose estable en un amplio intervalo de pH. 
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Figura 5.8. Perfil de estabilidad del bacteriófago ɸRSP a diferentes valores de pH. Los bacteriófagos se expusieron en un lapso de 
una hora a cada condición. 

 

El bacteriófago ɸRSP es estable en valores de pH 4 a 11, siendo más estable a pH 7, pese a que estadísticamente no 

existe una diferencia significativa entre el comportamiento de pH 4 a pH 11 lo que permite manipularlo durante una hora en una 

amplia gama de pH. 

Al realizar un análisis del pH de las soluciones después de su esterilización, se observó que la esterilización por calor 

húmedo (autoclave) afecta el pH de las soluciones de estabilidad, esto puede deberse a la presión, calor, o humedad a la que 

se someten las soluciones para su estabilidad, o a las sales presentes en el agua de la autoclave que afectan a las soluciones. 

Tomando en cuenta este resultado, se recomienda preparar las soluciones en las que se evaluará la estabilidad, esterilizándolas 

por filtración. Las variaciones de pH debidas a la esterilización en los medios no afectan a la estabilidad del bacteriófago ɸRSP 

de acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios de estabilidad a diferentes valores pH. Dentro de las aportaciones de este 

trabajo se encuentra el hecho de que el pH de las soluciones se ven afectadas por la esterilización en autoclave. 
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5.3 Evaluación de la resistencia a la desecación 

La prueba de resistencia a la desecación se efectuó por triplicado en tres diferentes contextos. Los resultados se muestran 

en la figura 5.9. En cada una de los ensayos que se estuvo monitoreando la temperatura y humedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.9 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP frente a la desecación. En A) se muestra la primera evaluación, en la cual se utilizó un flujo de 
aire moderado, lo mismo que en B). En la primera evaluación se consideró que con un tiempo de muestreo de un poco más de una hora 
podría ser suficiente, lo que no resultó así, por lo que en B) se extendió el tiempo de muestreo. La tercera evaluación, mostrada en C), se 
realizó bajo condiciones en las que la velocidad del flujo de aire era más elevada que en las primeras dos. 

 

 

 

La primera evaluación se realizó monitoreando la temperatura, que varió entre 28.2 °C y 29.8 °C, con una humedad entre  

32.7 % y 46.4 %. Se monitoreó el título durante 1 hora con 15 minutos. Como se observa en la figura 5.9 panel A, el bacteriófago 

ɸRSP no resiste la desecación, sin embargo, esta primera evaluación se logró observar un decaimiento similar al observado en 

los perfiles de estabilidad en las soluciones previamente evaluadas.  

 

En la segunda evaluación se tuvo una temperatura que varió entre 25.7 °C y 27.5 °C y la humedad se situó entre 31.9 % 

y 39.5 %,  la prueba se extendió a 4 horas. Bajo estas condiciones el bacteriófago ɸRSP perdía viabilidad conforme transcurría 

el tiempo, con un perfil muy parecido a un decaimiento exponencial. Este resultado respalda el resultado de la primera evaluación, 

que sugiere que el bacteriófago no es resistente a la desecación.  

 

En la tercera evaluación se tuvo una temperatura que varió entre 30 °C y 32.5 °C, con humedades relativas entre 34.5 % 

y 39.7 %. Debido a limitaciones en la disponibilidad de equipos, se tuvo que cambiar de campana de flujo laminar. En este tercer 

experimento, la campana utilizada tenía un medidor de la velocidad de flujo de aire, la cual fue de 0.4 m/s. Bajo estas condiciones, 

la caída de la concentración fágica fue mucho más acelerada. En los tres experimentos se observa una caída en la concentración 
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conforme el tiempo transcurre y ésta caída es más evidente cuando se usa una mayor velocidad de flujo, puesto que la muestra 

se seca más rápidamente.  

 

La prueba mostró que al inicio se tenía un título de 1.90x105 pfu/mL, que es lo que se esperaba de acuerdo a la 

concentración madre de bacteriófago. Al momento de humectar las gotas después de que hubo transcurrido el tiempo 

correspondiente a cada punto de análisis, los resultados muestran que el bacteriófago no resistió la desecación. 

  

En la figura 5.10 se muestran los perfiles de temperatura que se tuvieron durante las tres veces que se realizó la evaluación 

de estabilidad frente a la desecación.  
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Figura 5.10 Temperaturas ambientales que se tuvieron durante las tres veces que se realizó la evaluación de estabilidad frente a la 
desecación. Se indican las fechas en las que se realizó cada prueba. 

 

La figura 5.11 muestra los perfiles de humedad de las tres evaluaciones. Con estos datos se buscó obtener información 

de los factores que pudieran afectar a la desecación. 
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Figura 5.11 Comportamiento de la humedad relativa del aire durante los tres ensayos de la prueba de desecación. 
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CAPÍTULO 6. DISCUSIÓN. 

6.1 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio NBY. 

Los resultados de estabilidad en este medio no muestran una diferencia significativa entre las dos temperaturas de análisis 

(temperatura ambiente y de refrigeración). Los resultados sugieren que no puede descartarse el uso de este medio para la 

amplificación fágica, pero se recomienda cambiar de medio al bacteriófago ɸRSP para que no pierda aceleradamente el título 

fágico. Llama la atención que bajo las dos condiciones de temperatura, el bacteriófago ɸRSP en medio NBY no presenta 

diferencias importantes en la caída del título fágico. Investigaciones previas sugieren que temperaturas bajas o cercanas a los 

0°C los bacteriófagos son más estables (McMinn, et al, 2014). Ellos monitorean el título fágico durante 28 días emulando las 

condiciones ambientales a las que se podrían exponer los bacteriófagos para combatir las bacterias fecales contaminantes del 

alcantarillado. Las temperaturas de análisis fueron: 35°C, 20°C y 5°C, sus resultados muestran que usando la misma solución 

de análisis bajo esas 3 temperaturas, el bacteriófago es más estable a temperatura de refrigeración. 

 

6.1.1 Análisis de los datos de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio NBY a temperatura ambiente. 

Los datos experimentales se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial de Malthus debido a que solo se tienen dos 

factores determinantes que son de importancia en los experimentos de evaluación de la estabilidad. El primero es el medio en 

el que se dispone el bacteriófago ɸRSP y el segundo es la concentración inicial de bacteriófago ɸRSP en la solución que se 

evalúa la estabilidad. La forma general de la ecuación de decaimiento exponencial de Malthus corresponde a la ecuación 1. 

 
C = C0*e (-k*t)    Ecuación 1 

  

En donde: 

C: concentración fágica al tiempo t 

C0: concentración fágica inicial  

k: tasa de decaimiento  

t: tiempo 

 
La tasa de decaimiento (k) se obtuvo de la siguiente manera:  

En un documento en excel se colocaron el tiempo y el título promedio de los triplicados de las titulaciones realizadas. En 

una columna adicional, se introdujo el modelo matemático que se está manejando. Se eligió una celda en donde se colocó el 

valor de k a utilizar en el modelo. Usando el modelo, se calcularon las concentraciones fágicas que se tendrían a los diferentes 

tiempos evaluados. En una columna adicional, se colocó la diferencia porcentual que se obtuvo entre los datos experimentales 

y el modelo, tomando como el 100% el valor dado por el modelo. Debajo de la columna de la diferencia, se obtuvo el promedio 

de estas diferencias, el cual se buscó que fuera lo más cercano a cero, este promedio indicó cuál fue el valor de k que utilizaría 

el modelo de decaimiento exponencial. 

El tiempo de reducción decimal (TRD), que corresponde al tiempo en el que la concentración fágica se reduce en un orden 

de magnitud, se obtuvo de la siguiente manera: 

Cf = C0e-kt 

lnCf = ln(C0e-kt) 

lnCf = lnC0 + lne-kt 

lnCf - lnC0 = -kt 

ln(Cf / C0)= -kt 

t = [ln(Cf / C0)] / (-k) 

TRD = [ln (1/10)] / (-k) 

TRD = [ln (0.1)] / (-k)   Ecuación 2 

Sustituyendo en la ecuación 1 el valor de la concentración inicial y el valor de k, correspondientes al perfil de estabilidad 

del medio NBY a temperatura ambiente se obtuvo la ecuación 3: 
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C = (1.85x109)(e-0.0489528*t)    Ecuación 3 
  

Con un valor de k = 0.0489528 se obtuvo un promedio de diferencias de -0.000002%. La tabla 6.1 muestra la relación del 

promedio de los datos experimentales obtenidos, contra los datos obtenidos extrapolándolos al modelo de decaimiento 

exponencial en medio NBY a temperatura ambiente. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.9317. 

Tabla 6.1 Correlación entre los datos experimentales obtenidos y los datos proporcionados por el modelo de decaimiento 
exponencial, para la estabilidad del bacteriófago ФRSP en NBY a temperatura ambiente. 

 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por 
el modelo (pfu’s/mL) 

0 1.85E+09 1.85E+09 

7 1.68E+09 1.31E+09 

14 5.28E+08 9.33E+08 

21 7.43E+07 6.62E+08 

58 6.67E+07 1.08E+08 

65 7.41E+07 7.69E+07 

72 3.70E+07 5.46E+07 

87 4.44E+07 2.62E+07 

93 2.72E+07 1.95E+07 

99 2.47E+07 1.46E+07 

 

Con la extrapolación de los datos experimentales a un modelo matemático que explica el comportamiento de los datos 

experimentales, se busca disminuir el efecto de la variación intrínseca a la misma técnica. En la figura 6.1 se puede comparar el 

comportamiento del modelo teórico (morado), con los resultados experimentales (verde turquesa), cuyos datos fueron obtenidos 

por triplicado. 
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Figura 6.1 Decaimiento de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio NBY a temperatura ambiente. En A y B Se comparan los 
datos experimentales y datos generados con el modelo. A) Perfiles utilizando una escala lineal en ambos ejes. B) Perfiles utilizando las 
ordenadas en escala logarítmica; al graficar de esta manera, una ecuación exponencial genera una línea recta, como se observa en el caso 
de los datos generados con el modelo. Ambos tipos de gráficas ayudan a evaluar el comportamiento de los datos experimentales. 

 

Sustituyendo el valor el valor de k en la ecuación 2, se obtuvo un TRD = 47.04 días para el bacteriófago ɸRSP en medio 

NBY a temperatura ambiente. 

Es importante señalar que el comportamiento del modelo es utópico debido que se considera incluidas en él todas las 

variables que afectan al decaimiento fágico en el sistema, sin embargo, existen variables intrínsecas que no se pueden 

monitorear o se desconoce cómo afectan al bacteriófago en ésta y en las demás soluciones, de ahí que no se tenga un ajuste 

perfecto entre los datos experimentales y los predichos por el modelo matemático. 

 

6.1.2 Análisis de los datos de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio NBY en refrigeración. 

Los datos experimentales de estabilidad del bacteriófago ФRSP en NBY en refrigeración se ajustaron al modelo de 

decaimiento exponencial. Para estas condiciones, se obtuvo un valor de k = 0.0364903, con un promedio de diferencias de 

0.00001%. Sustituyendo, se obtuvo la ecuación 4: 
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C = (1.51x109)(e-0.0364903*t)    Ecuación 2 
 

La tabla 6.2 muestra la relación del promedio de los datos experimentales y los datos obtenidos con modelo de decaimiento 

exponencial en medio NBY a temperatura de refrigeración. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 

0.8819.  

 
Tabla 6.2 Comparación de los datos experimentales y los datos proporcionados por el modelo de decaimiento exponencial, para la 

estabilidad del bacteriófago ФRSP en NBY en refrigeración. 
 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por 
el modelo (pfu’s/mL) 

0 1.51E+09 1.51E+09 

7 1.63E+09 1.17E+09 

14 4.20E+08 9.04E+08 

21 2.72E+08 7.00E+08 

29 1.98E+08 5.23E+08 

35 1.12E+08 4.20E+08 

53 1.33E+08 2.18E+08 

58 1.33E+08 1.81E+08 

65 1.65E+08 1.41E+08 

72 1.28E+08 1.09E+08 

87 1.11E+08 6.30E+07 

90 1.23E+08 5.64E+07 

101 5.48E+07 3.78E+07 

 

En la figura 6.2 se puede comparar el comportamiento del modelo teórico (morado), con los resultados experimentales 

(verde turquesa), empleando en el eje de las ordenadas una escala lineal (fig. 6.2 A) o logarítmica (fig. 6.2 B). 
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Figura 6.2 Comparación de los datos experimentales y los datos generados por el modelo, para la estabilidad del bacteriófago ɸRSP 

en medio NBY en refrigeración, se presentan gráficos utilizando una escala lineal en el eje de las ordenadas (A) y una escala logarítmica 
en el mismo eje (B). 

 

Sustituyendo el valor el valor de k en la ecuación 2, se obtuvo un TRD = 63.1 días para el bacteriófago ɸRSP en medio 

NBY en refrigeración. 

En la tabla 6.3 se muestra el tiempo de reducción decimal del bacteriófago ɸRSP en medio NBY a temperatura ambiente 

y en refrigeración. Se observa que el tiempo de reducción decimal es del mismo orden de magnitud en ambas condiciones, sin 

embargo, a temperatura de refrigeración es más estable, tardando 16 días más en caer un orden de magnitud. 

 
Tabla 6.3 Comparación de los tiempos de reducción decimal de la solución fágica en medio NBY a temperatura ambiente y en 

refrigeración. Para facilitar el análisis, el TRD se muestra sin decimales y la tasa de decaimiento se redondeó a cuatro cifras. 

Condición Tiempo de reducción decimal (TRD) Tasa de decaimiento (-k) 

Temperatura ambiente 47 -0.0489528 

Refrigeración 63 -0.0364903 

 

6.2 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio de Sulfatos y fosfatos 1X. 

A continuación se presentan los perfiles de estabilidad en la solución de sulfatos y fosfatos 1X, así como el análisis de los 

mismos. El perfil de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en medio de Sulfatos y fosfatos 1X a temperatura de refrigeración muestra 



44 
 

que bajo estas condiciones el bacteriófago ɸRSP es muy estable. A temperatura ambiente el título fágico tiende a caer, aunque 

más lentamente y de manera muy similar a lo que ocurrió con la estabilidad en medio NBY a temperatura ambiente. Estas 

observaciones concuerdan con obtenido en otros estudios, que muestran que los bacteriófagos tienen a presentar mayor 

estabilidad a temperatura de refrigeración. Los periodos de almacenamiento de las distintas pruebas de estabilidad rara vez son 

de un mes, la mayoría de las pruebas van de unas horas a días. En el 2015, Mattila y colaboradores realizaron una prueba de 

estabilidad a 4°C durante un mes de almacenamiento, teniendo como único factor de variabilidad la temperatura a la que 

realizaban el estudio. Los autores observaron una caída de 0.2 a 0.9 log10 en el título fágico. Los datos experimentales obtenidos 

durante la prueba de estabilidad del bacteriófago ɸRSP corroboran que a temperaturas bajas (refrigeración), el título fágico se 

mantiene estable durante más tiempo.  

 

6.2.1 Análisis de los datos de estabilidad en solución de sulfatos y fosfatos 1X a temperatura ambiente. 

Para el conjunto de datos de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 1X a temperatura 

ambiente, al aplicar el modelo de decaimiento exponencial se obtuvo un valor de k = 0.048207, con promedio de suma de 

residuales de 0.0000027%. Con este valor de k se calculó un TRD = 47.8 días. 

Sustituyendo los valores de k y concentración inicial de la solución de sulfatos y fosfatos 1X a temperatura ambiente se 

obtiene el modelo representado por la ecuación 5: 

 

C = (1.68x109) (e-0.048207*t)    Ecuación 5 
 

La siguiente tabla muestra la relación del promedio de los datos experimentales y los datos obtenidos con el modelo de 

decaimiento exponencial. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.97997. 

 

Tabla 6.4 Comparación de los datos experimentales de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 1X a 
temperatura ambiente, los datos proporcionados por el modelo de decaimiento exponencial. El coeficiente de correlación para ambos 

conjuntos de datos fue de 0.97997. 

Tiempo 
(días) 

Concentración 
promedio experimental 

(pfu’s/mL) 

Concentración dada 
por el modelo 

(pfu’s/mL) 

0 1.68E+09 1.68E+09 

16 7.31E+08 8.55E+08 

24 2.91E+08 5.81E+08 

30 2.47E+08 4.35E+08 

38 1.43E+08 2.96E+08 

45 9.90E+07 2.11E+08 

62 5.36E+07 9.31E+07 

72 4.94E+07 5.75E+07 

96 4.94E+07 1.81E+07 

110 1.80E+07 9.20E+06 

 

 

La figura 6.3 muestra el comportamiento de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en la solución de sulfatos y fosfatos 1X a 

temperatura ambiente. Las graficas presentan el promedio de los datos experimentales y los datos generados con el modelo de 

decaimiento exponencial. La figura 6.3.B presenta el eje de las ordenadas en escala logarítmica, lo que permite una mejor 

observación visual del ajuste de los datos experimentales al modelo teórico, ya que un modelo exponencial genera una línea 

recta al utilizar una escala logarítmica en el eje de las ordenadas y una escala lineal en el eje de las abscisas. 
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Figura 6.3. Comparación de los datos experimentales y los datos generados por el modelo, para la estabilidad del bacteriófago  ɸRSP 
en medio de sulfatos y fosfatos 1X a temperatura ambiente. En A) se presenta un gráfico utilizando una escala lineal en ambos ejes. En B) 
la gráfica tiene una escala logarítmica en el eje de las ordenadas y una escala lineal en el eje de las abscisas. 

 

6.2.2 Análisis de los datos de estabilidad en solución de sulfatos y fosfatos 1X en refrigeración. 

Los datos experimentales de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP obtenidos en solución de sulfatos y fosfatos 1X en 

refrigeración mostraron que bajo estas condiciones el titulo fágico es sumamente estable. Durante los 111 días de evaluación, 

la concentración del bacteriófago no cayó ni un solo orden de magnitud. La concentración varió entre 1.03x109 pfu’s/mL y 

5.75x108 pfu’s/mL. El perfil de estabilidad no mostró una clara tendencia de decaimiento exponencial, en varios puntos, la 

concentración obtenida era mayor a la previa (p. ej. ver concentración de los días 64 y 70). No es posible que la concentración 

del bacteriófago se incremente durante el experimento, por lo que se considera que estas variaciones se deben al error 

experimental. Es probable que bajo estas condiciones, el error experimental asociado a la técnica de titulación fágica, sea lo 

suficientemente elevado como para enmascarar el comportamiento del perfil de estabilidad, lo que no ocurre en condiciones en 

las que la estabilidad es menor, como en el caso de la solución de sulfatos y fosfatos 1X. El hecho de obtener datos que 

progresivamente mostraban una reducción en la concentración del tiempo 0 al día 64, también sugiere la presencia de errores 

experimentales. 

Cuando la totalidad de los datos se intentaron ajustar a un modelo de decaimiento exponencial. El coeficiente de correlación 

entre los datos experimentales y los datos obtenidos con el modelo fue de 0.18712, un valor muy bajo que indica que los datos 

no se ajustan a dicho modelo. Si los datos se intentan ajustar a una línea recta, el coeficiente de correlación es de 0.1503, 

también muy bajo. Si se toman los primeros cinco puntos (día 0 a día 64) y se aplica el modelo exponencial, se obtiene un 

coeficiente de correlación de 0.9602, lo que nos indica que hasta el día 64, las mediciones permitían ajustar los datos a un 

modelo de decaimiento exponencial, sin embargo, la presencia de errores experimentales impidió seguir observando ese 

comportamiento. Considerando que los primeros 5 datos son los que mejor representan el comportamiento de la estabilidad del 

bacteriófago ɸRSP en la solución de sulfatos + fosfatos 1x en refrigeración, se obtuvo el modelo de decaimiento exponencial 

tomando en cuenta sólo esos datos. De esta forma se obtuvo un valor de k = 0.00915153, con un promedio de suma de residuales 

de 0.0000002%. Sustituyendo el valor de k y de la concentración inicial, se obtuvo la ecuación 6: 

 

y = (1.01x109)(e (-0.00915153*t))    Ecuación 3 
 

Con este modelo se obtuvieron los datos a los diferentes tiempos evaluados. La tabla 6.5 muestra la comparación del 

promedio de los datos experimentales, con los datos obtenidos con modelo de decaimiento exponencial. El coeficiente de 

correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.9628. 

 
Tabla 6.5 Correlación entre los datos experimentales obtenidos y a los datos proporcionados por el modelo de decaimiento 

exponencial en solución de sulfatos y fosfatos 1X en refrigeración. El coeficiente de correlación fue de 0.9628. 

Tiempo (días) Concentración promedio experimental (pfu’s/mL) Concentración dada por el modelo (pfu’s/mL) 

0 1.01E+09 1.01E+09 

22 9.09E+08 8.26E+08 

36 6.86E+08 7.26E+08 

43 6.35E+08 6.81E+08 

64 5.75E+08 5.62E+08 
 



46 
 

La figura 6.4 describe el la estabilidad del bacteriófago en refrigeración, mostrando el comportamiento del sistema con 

todos los datos experimentales colectados (fig. 6.4. A y B) o sólo con los datos del tiempo 0 al día 66 (fig. 6.4. C y D). 
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Figura 6.4 Perfil de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 1X en refrigeración. Se muestra el 

comportamiento con todos los datos experimentales (A y B) y con los datos del tiempo 0 al día 64 (C y D). Las gráficas se presentan con 
ambos ejes en escala lineal (A y C) o con el eje de las ordenadas en escala logarítmica y el de las abscisas en escala lineal (B y D). 

 

Con la k obtenida utilizando los puntos ubicados entre el tiempo 0 y el día 64, se calculó el tiempo de reducción decimal 

para el bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 1X en refrigeración, siendo de TRD = 251.6 días. En la tabla 6.6 se 

muestran los tiempos de reducción decimal del bacteriófago ɸRSP, a temperatura ambiente y en refrigeración. 

 

 
Tabla 6.6 Tabla que muestra la comparativa de los tiempos de reducción decimal en la medición de estabilidad de la solución fágica 

de sulfatos y fosfatos 1X en refrigeración. 

Condición Tiempo de reducción decimal (días) Tasa de decaimiento (-k) 

Temperatura ambiente  47.8 -0.048207 

Refrigeración 253 -0.00915153 

 

Considerando los resultados obtenidos, la solución de sulfatos y fosfatos 1X solo sería idónea emplearla para almacenar 

el bacteriófago a temperatura de refrigeración, excluyendo su uso a temperatura ambiente, por la importante diferencia en la 

estabilidad que muestra el bacteriófago en la misma solución pero a diferentes temperaturas. 

La estabilidad del bacteriófago ɸRSP en sulfatos y fosfatos 1X a temperatura ambiente es muy similar a la estabilidad en 

medio NBY a temperatura ambiente, lo se puede observar en el valor de la constante de decaimiento: -0.048207 (sulfatos y 

fosfatos 1X) y -0.0489528 (NBY). 

Las variaciones observadas en los datos experimentales pueden deberse a diversos orígenes, desde el manejo de la 

técnica por parte del analista, la cantidad de muestras analizadas en un día, la calibración de los equipos de medición y la 

sensibilidad intrínseca de la técnica. 

Durante la evaluación experimental de la estabilidad fágica, la mayoría de los autores solo implementa un factor de 

variación, entre los cuales destacan la temperatura y la concentración de iones. En el 2014, McMinn y colaboradores analizaron 

la estabilidad de varios bacteriófagos durante 30 días bajo diferentes temperaturas. Ellos plantean usar bacteriófagos para 

disminuir las concentraciones de bacterias fecales en el alcantarillado, analizando a temperaturas de 35°C, 20°C y 5°C, para 
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emular las condiciones ambientales. Utilizan la misma solución para el análisis. Juntos, estos datos sugieren que la mayoría de 

los bacteriófagos a temperaturas bajas (inferiores a 5 °C) tienden a tener una mayor estabilidad (McMinn, et al. 2014).  

 

6.3 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 5X. 

El bacteriófago ɸRSP presentó la máxima estabilidad en este medio. Los gráficos de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP 

en esta solución, sugieren que factores como la experiencia del analista y el equipo que se utiliza, influyen en los resultados del 

monitoreo de las soluciones. Los perfiles semejan líneas horizontales con una tendencia que se no ajusta a un modelo de 

decaimiento exponencial ni a un modelo lineal. Estudios realizados anteriormente (Mendoza-Porcayo, 2015) muestran que el 

bacteriófago ϕITL-1, que también infecta a Ralstonia solanacearum, es muy estable en la misma solución de sulfatos y fosfatos 

5X, bajo las mismas condiciones y concentración en las que el bacteriófago ɸRSP es estable. Cabe mencionar que ambos 

bacteriófagos pertenecen a diferentes familias. Esto sugiere que la composición de la solución le confiere una estabilidad 

excepcional a estos dos bacteriófagos en particular, lo cual presenta una ventaja para su empleo a futuro como un método de 

biocontrol para R. solanacearum. 

 

6.3.1 Análisis de los datos de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en la solución de sulfatos y fosfatos 5X a temperatura 

ambiente. 

En la solución de sulfatos y fosfatos 5X a temperatura ambiente, el bacteriófago ɸRSP es más estable que en las otras 

soluciones, lo que la señala como la solución idónea tanto para almacenar el bacteriófago, como para su aplicación en campo, 

ya que su composición es idéntica a la de las soluciones nutritivas utilizadas en los invernaderos que cultivan jitomate. Como se 

muestra a continuación, no es evidente una caída en el título fágico. Posiblemente la velocidad de decaimiento fágico es tan baja 

que no se percibe o queda enmascarada por el error aleatorio inherente a la técnica de titulación. Adicionalmente, el tiempo de 

monitoreo tal vez no es suficiente para observar la caída del título fágico, si se pudiera extender a 400-500 días, tal vez pudiera 

hacerse más evidente. 

Como se muestra en la figura 6.5 (paneles A y B), cuando se incluyen todos los datos experimentales, éstos no se ajustan 

ni a un modelo exponencial ni a un modelo lineal. Para intentar evaluar la estabilidad del bacteriófago ϕRSP en esta solución, se 

tomaron en cuenta los puntos en los cuales se observaba una progresiva disminución del título fágico. De esta manera, los datos 

correspondientes a los tiempos 20, 34, 61 y 102, fueron utilizados para determinar si se ajustaban a un modelo de decaimiento 

exponencial. Con estos datos, los datos se ajustan a un modelo de decaimiento exponencial, con una k = 0.0067425, asociada 

a un promedio de residuales de 0.0001%. El coeficiente de correlación entre los datos experimentales y los datos generados con 

el modelo, es de 0.9406. Sustituyendo en la ecuación 1 la concentración del tiempo 20, así como el valor de k, se obtiene la 

siguiente ecuación: 

 

C = (7.41x108)(e-0.0067425*t)    Ecuación 7 

 

La tabla 6.7 muestra la comparación del promedio los datos experimentales con los datos obtenidos utilizando el modelo 

de decaimiento exponencial para la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 5X a temperatura 

ambiente. Como se mencionó anteriormente, el coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.9406. 

 

 
Tabla 6.7 Comparación entre los datos experimentales y los datos proporcionados por el modelo de decaimiento exponencial en 

solución de sulfatos y fosfatos 5X a temperatura ambiente. El coeficiente de correlación fue de 0.9406. 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por el 
modelo (pfu’s/mL) 

20 7.16E+08 6.26E+08 

34 6.54E+08 5.69E+08 

61 3.70E+08 4.75E+08 

102 3.33E+08 3.60E+08 
 

 Con el valor de k, se estimó el tiempo de reducción decimal para el bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 

a temperatura ambiente, obteniendo un valor de TRD = 341.5 días. 
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Figura 6.5 Análisis de los datos experimentales de  la estabilidad del bacteriófago ϕRSP en solución de sulfatos y fostato 5x a 

temperatura ambiente. Debido al comportamiento experimental de los datos, se muestra su comportamiento respecto a modelos exponencial 
y lineal. En A) se muestra el ajuste de todos los datos experimentales a un modelo exponencial, se observa que los datos no se ajustan a 
dicho modelo por el valor positivo de la pendiente y por el valor bajo y negativo del coeficiente de correlación. En B) se muestra el ajuste de 
todos los datos experimentales a un modelo lineal, se observa que los datos experimentales tampoco se ajustan a este tipo de modelo. En 
C) se muestra el juste de los datos correspondiente a los tiempos 20, 34, 61 y 102 días, a un modelo exponencial, este subconjunto de datos 
sí se ajustan a un modelo de decaimiento exponencial. En D) se muestra la misma gráfica que en C) sólo que con el eje de las ordenadas en 
escala logarítmica, para mostrar el ajuste de los datos experimentales al modelo propuesto. 

 

 Estos resultados muestran la importancia que pueden tener los errores experimentales al momento de analizar los 

resultados, sobre todo cuando la estabilidad de los bacteriófagos es muy elevada. Es posible que bajo estas condiciones, los 

errores experimentales enmascaren el comportamiento del sistema, por lo que se recomienda cuidar hasta el más mínimo detalle 

de la técnica de titulación, cuando se espere una estabilidad elevada en cierto medio. 

 

6.3.2 Análisis de los datos de estabilidad en solución de sulfatos y fosfatos 5X en refrigeración. 

De forma similar a lo que ocurrió con esta solución a temperatura ambiente, la estabilidad que presentó el bacteriófago en 

la solución de sulfatos y fosfatos 5X fue muy elevada en refrigeración. Nuevamente, la sensibilidad de la técnica y los errores 

aleatorios asociados a ella, incrementaron la incertidumbre en la determinación del perfil de estabilidad. 

Los datos se depuraron y se utilizaron aquellos correspondientes a los tiempos 0, 21, 35 y 53 días. Estos datos se ajustaron 

al modelo de decaimiento exponencial, con un valor de k = 0.01151 y un promedio de residuales de -0.0000054%. Sustituyendo 

los valores de k y de la concentración del primer tiempo de la serie, se obtuvo la ecuación 8: 

 

C = (1.98x109)(e-0.01151*t)   Ecuación 8 
 

La tabla 6.8 muestra la comparación del promedio de los datos experimentales con los datos obtenidos utilizando el modelo 

de decaimiento exponencial en la solución de sulfatos y fosfatos 5X en refrigeración. El coeficiente de correlación para ambos 

conjuntos de datos fue de 0.9674. 

Con el valor de k se calculó el tiempo de reducción decimal para el bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 

5X en refrigeración, obteniendo un valor de 200.0 días. 
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Tabla 6.8 Correlación entre los datos experimentales y los datos obtenidos por el modelo de decaimiento exponencial en solución de 
sulfatos y fosfatos 5X en refrigeración. El coeficiente de correlación fue de 0.9696. 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por el 
modelo (pfu’s/mL) 

0 1.98E+09 1.98E+09 

21 1.43E+09 1.55E+09 

35 1.28E+09 1.32E+09 

53 1.19E+09 1.07E+09 

 

Los perfiles de estabilidad del bacteriófago ɸRSP en solución de sulfatos y fosfatos 5X en refrigeración, así como su 

comparación con los datos obtenidos con el modelo matemático al que mejor se ajustaron los datos experimentales, se muestran 

en la figura 6.6. 
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Figura 6.6 . Análisis del perfil de estabilidad del bacteriófago ϕRSP en solución de sulfatos y fosfatos 5X en refrigeración. Se analizaron 

los datos experimentales y su comportamiento respecto a modelos exponenciales y lineales. En A) se muestra la aplicación de un modelo de 
decaimiento exponencial a todos los datos experimentales. Los datos no se ajustan a dicho modelo, se obtiene un valor bajo y negativo del 
coeficiente de correlación. En B) se muestra la misma gráfica que en A, sólo que con el eje de las ordenadas en escala logarítmica, para 
evidenciar la falta de ajuste entre el modelo y los datos experimentales. En C) se muestra el juste de los datos correspondiente a los tiempos 
0, 21, 35 y 53 días, a un modelo exponencial, este subconjunto de datos sí se ajusta a un modelo de decaimiento exponencial, como se 
observa por el valor de la pendiente y del coeficiente de correlación. En D) se muestra la misma gráfica que en C) sólo que con el eje de las 
ordenadas en escala logarítmica, para evidenciar el ajuste de los datos experimentales al modelo propuesto. 

 

La tabla 6.9 muestra los tiempos de reducción decimal para la solución de sulfatos y fosfatos 5X. 
 

Tabla 6.9. Comparación de los tiempos de reducción decimal en la solución de sulfatos + fosfatos 5X. 

Temperatura de análisis Tiempo de reducción decimal 
(días) 

Tasa de decaimiento 
(-k) 

Temperatura ambiente 344 - 0.0067425 

Refrigeración 200.0 - 0.01151 

 
El tiempo de reducción decimal a temperatura ambiente fue de 341.5 días, mientras que en refrigeración fue de 200.0 días. 

En conjunto, esta información nos dice que el bacteriófago bajo estas condiciones es muy estable. Si bien se esperaba que el 

tiempo de reducción decimal fuera mayor en refrigeración, el cálculo puede estar afectado por los errores experimentales 

asociados a la prueba.  
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6.4 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en buffer SM. 

El buffer SM es frecuentemente utilizado por investigadores que trabajan con bacteriófagos, lo utilizan como medio 

preferido de almacenamiento o como medio de trabajo. Como se muestra a continuación, comparado con las soluciones que en 

su composición contienen únicamente sales, el bacteriófago tiende a tener mayor estabilidad en soluciones carentes de 

proteínas. En el buffer SM el bacteriófago ɸRSP no es tan estable como en las soluciones de sulfatos y fosfatos.  

 

6.4.1 Análisis de los datos de estabilidad del bacteriófago ϕRSP en buffer SM, en refrigeración. 

Los datos experimentales de estabilidad del bacteriófago ФRSP en buffer SM en refrigeración, de forma similar a lo que se 

presentó en experimento previos, presentó puntos en los que la concentración determinada experimentalmente se incrementaba 

respecto a puntos anteriores. En particular, los datos de concentración obtenidos en los días 60 y 99, descienden respecto al 

punto previo, sin embargo, es la eliminación de los puntos correspondientes a los días 37 y 99, lo que incrementa el coeficiente 

de correlación de 0.8694 a 0.93996, lo que sugiere que la titulación del día 37 subestimó la concentracipon real de la solución 

en evaluación. Descartando los datos correspondientes a los días 37 y 99, se obtuvo un valor de k = 0.01267168, con un 

promedio de diferencias de 0.0000006%. Sustituyendo, se obtuvo la ecuación 9: 

C = (2.64x109)(e-0.01267168*t)     Ecuación 9 

La tabla 6.10 muestra la correlación del promedio los datos experimentales con los datos obtenidos con modelo de 

decaimiento exponencial. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.93996. 

 

Tabla 6.10 Correlación entre los datos experimentales obtenidos y a los datos proporcionados por el modelo de decaimiento 
exponencial en buffer  SM en refrigeración. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos considerando los ocho puntos 

evaluados fue de 0.8694. Este valor se incrementa a 0.93996 si se excluyen los puntos correspondientes a los días 37 y 99. 

Tiempo 
(días) 

Concentración 
promedio 

experimental 
(pfu’s/mL) 

Concentración 
dada por el 

modelo 
(pfu’s/mL) 

0 2.64E+09 2.64E+09 

17 2.07E+09 2.15E+09 

22 1.48E+09 2.03E+09 

37 1.09E+09 1.70E+09 

60 1.19E+09 1.29E+09 

78 1.09E+09 1.04E+09 

90 1.02E+09 8.98E+08 

99 1.17E+09 8.06E+08 

 

Con el valor de k obtenido y utilizando la ecuación 9, se calculó el tiempo de reducción decimal, que fue de 181.7 días. En 

la figura 6.7 se observa la relación que hay entre los datos experimentales y el modelo de decaimiento exponencial, excluyendo 

los datos de los días 37 y 99. 
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B) A) 

Figura 6.7 Comparación de los datos experimentales y los datos obtenidos con el modelo de decaimiento exponencial, para la 
estabilidad del bacteriófago ϕRSP en buffer SM en refrigeración. Se presentan gráficos utilizando escala logarítmica (A) o escala lineal (B) 
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6.4.2 Análisis de los datos de estabilidad del bacteriófago ϕRSP en buffer SM, a temperatura ambiente. 

De forma similar a la evaluación en buffer SM en refrigeración, el perfil de estabilidad a temperura ambiente preentó puntos 

en los que la cocentración se incrementa, como ocurrió en los días 7, 78 y 90. Los datos experimentales de estabilidad del 

bacteriófago ФRSP en buffer SM a tempertura ambiente se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial. Para estas 

condiciones, se obtuvo un valor de k = 0.03286552, con un promedio de diferencias de 0.00000084%. Sustituyendo, se obtuvo 

la ecuación 10: 

C = (1.93x109)(e-0.03286552*t)      Ecuación 10 
 

La tabla 6.11 muestra la relación del promedio los datos experimentales obtenidos contra los datos obtenidos 

extrapolándolos al modelo de decaimiento exponencial en buffer SM a temperatura ambiente. El coeficiente de correlación para 

ambos conjuntos de datos, excluyendo los puntos correspondientes a los días 7, 78 y 90, fue de 0.9138. 

 
Tabla 6.11. Correlación entre los datos experimentales y los datos obtenidos con el modelo de decaimiento exponencial en buffer SM 

a temperatura ambiente. Se observan puntos anómalos, en los que la concentración sube después de haber registrado una concentración 
baja (días 7, 78 y 90). Excluyendo estos puntos, el coeficiente de correlación para el modelo de decaimiento exponencial pasa de 0.8203 a 

0.9138. 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por 
el modelo (pfu’s/mL) 

0 1.93E+09 1.93E+09 

7 2.72E+09 1.59E+09 

14 1.31E+09 1.38E+09 

22 6.42E+08 1.19E+09 

31 4.72E+08 9.62E+08 

37 4.47E+08 8.66E+08 

60 4.05E+08 5.23E+08 

66 2.49E+08 4.61E+08 

78 6.15E+08 3.58E+08 

90 3.85E+08 2.78E+08 

99 3.28E+08 2.30E+08 
 

Con el valor de k obtenido, se calculó el tiempo de reducción decimal, siendo de 70.1. La figura 6.8 muestra el perfil de 

estabilidad del bacteriófago ɸRSP en buffer SM a temperatura ambiente, contrastándolo contra el modelo de decaimiento 

exponencial. 
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Figura 6.8 Comparación de los datos experimentales y los datos derivados del modelo de decaimiento exponencial para la estabilidad 
del fago ϕRSP en buffer SM en temperatura ambiente, exvluyendo los datos correspondientes a los días 7, 78 y 90. Se presentan gráfico 

 

 En la tabla 6.12 se comparan los tiempos de reducción decimal del bacteriófago ɸRSP en la solución de buffer SM. Se 

observa que el fago ϕRSP es más estable en refrigeración. 

 

Tabla 6.12. Tiempos de reducción decimal del bacteriófago ϕRSP en buffer SM. 

Temperatura de análisis Tiempo de reducción decimal Tasa de decaimiento (-k) 

Temperatura ambiente  70.1 -0.03286552 

Refrigeración 181.7 -0.01267168 

 

Estos resultados indican que el buffer SM no debe ser utilizado como primera opción para mantener al bacteriófago ϕRSP. 

Adicionalmente, refuerzan lo dicho por otroa autores, que señalan que para cada bacteriófago deben realizarse estudios para 

saber el medio acuoso idóneo para su particular almacenamiento y manipulación. En buffer SM existe una diferencia notable 

entre los días que el bacteriófago se mantiene estable en refrigeración contra los días que el bacteriófago es estable a 

temperatura ambiente, el tiempo de reducción decimal en refrigeración es casi 2.6 veces mayor que a temperatura ambiente. 

Nuevamente, la temperatura resulta ser un factor determinante para la estabilidad del bacteriófago ɸRSP. 

 

 

6.5 Estabilidad del bacteriófago ɸRSP en Agua grado Milli-Q. 

El agua ultrapura como medio donde se dispongan los bacteriófagos para analizar su estabilidad, no cuenta con 

antecedentes a temperatura ambiente o en refrigeración. A continuación se presentan los resultados obtenidos en este trabajo, 

de los perfiles de estabilidad del fago RSP en agua grado Milli-Q, a temperatura ambiente y en refrigeración. 

 

 

6.5.1 Análisis de la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en agua grado Milli-Q en refrigeración. 

Cuando se evaluó la estabilidad del bacteriófago ϕRSP en agua Milli-Q en refrigeración, llamo la atención la gran estabilidad 

que mostró, dado que previamente, los resultados obtenidos con el bacteriófago ϕITL-1, mostraban que a temperatura ambiente, 

este fago presentaba una estabilidad muy reducida (Flores-García, 2012). Los datos de estabilidad se analizaron aplicando el 

modelo de decaimiento exponencial. Incorporando todos los datos, se observa que los puntos correspondientes a los días 6, 10 

y 85 presentan un comportamiento anómalo. Incluyendo todos los datos en un modelo de decaimiento exponencial, se obtiene 

un coeficiente de correlación de 0.8654 al emplear en el modelo una k=0.02. Excluyendo los daos anteriores, se obtiene un 

coerficiente de correlación de 0.9950 con el mismo valor de k. Considerando que los datos de los días 6, 10 y 85 están afectados 

de manera importante por errores experimentales, se descartaron. La ecuación que describe a este sistema es la ecuación 11, 

la cual se asocia con un promedio de diferencias de 0.00961%. 
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C = (9.88x108)(e-0.02*t)      Ecuación 11 
 

La siguiente tabla muestra la correlación del promedio de los datos experimentales con los datos obtenidos con el modelo 

de decaimiento exponencial en agua grado Milli-Q en refrigeración. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos 

fue de 0.9950 excluyendo los datos correspondientes a los días 6, 10 y 85. Con el valor de k, se obtuvo el tiempo de reducción 

decimal, siendo de 115.1 días. Valor que llamó mucho la atención, dado que no se espera que resultara de esa manera con el 

antecedente que se tenía del fago ϕITL-1 en agua destilada a temperatura ambiente, en la cual fue sumamnte inestable (Flores-

García, 2012). 

 

Tabla 6.13 Correlación entre los datos experimentales y los datos generados con el modelo de decaimiento exponencial, de la estabilidad 
del fago ϕRSP en agua grado Milli-Q en refrigeración. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.9950 

excluyendo los datos correspondientes a los días 6, 10 y 85. 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por 
el modelo (pfu’s/mL) 

0 9.88E+08 9.88E+08 

6 5.28E+08 8.42E+08 

10 5.19E+08 7.77E+08 

23 5.83E+08 5.99E+08 

30 5.19E+08 5.21E+08 

36 4.44E+08 4.62E+08 

43 4.20E+08 4.02E+08 

58 3.46E+08 2.97E+08 

85 3.21E+08 1.73E+08 

101 1.48E+08 1.26E+08 
 

La figura 6.9 contrasta la estabilidad experimental del bacteriófago ϕRSP en agua grado Milli-Q en refrigeración, durante 

101 días, con la estabilidad predicha por el modelo de decaimiento exponencial asociado con la ecuación 11. 
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Figura 6.9 Comparación de los datos experimentales y los datos obtenidos con el modelo de decaimiento exponencial, de la 
estabilidad del bacteriófago ϕRSP en agua grado Milli-Q en refrigeración. Se presentan gráficos con el eje de las ordenadas en escala 
logarítmica (A) y en escala lineal (B). 

 
 
 

 

6.5.2 Análisis de los datos de estabilidad en agua Milli-Q a temperatura ambiente. 

Cuando se evaluó la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en agua Milli-Q a temperatura ambiente, se observó que se perdía 

el título fágico en menos de 15 días, indicando la elevada inestabilidad del fago ϕRSP bajo estas condiciones. Los datos 

experimentales se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial. Se obtuvo una k=1.447427. La ecuación 12 describe la 

estabilidad del bacteriófago ϕRSP en agua Milli-Q a temperatura ambiente. 

 

C = (7.41x108)(e-1.447427*t)       Ecuación 12 
 

Con el valor de k se calculó el tiempo de reducción decimal, siendo de 1.6 días. 

La tabla 6.14 muestra la correlación del promedio los datos experimentales con los datos obtenidos con el modelo de 

decaimiento exponencial. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.9999. 
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Tabla 6.14 Correlación entre los datos experimentales obtenidos y a los datos proporcionados por el modelo de decaimiento 

exponencial en agua grado Milli-Q a temperatura ambiente. 

Tiempo 
(días) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por 
el modelo (pfu’s/mL) 

0 7.41E+08 7.41E+08 

4 2.54E+06 1.30E+06 

7 6.91E+03 2.89E+04 

11 1.48E+02 1.80E+02 
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Figura 6.10 Correlación de los datos experimentales y los datos generados con el modelo de decaimiento exponencial, para la  

estabilidad del bacteriófago ϕRSP en agua Milli-Q a temperatura ambiente. Se presentan gráficos utilizando una escala lineal (A) y una 
escala logarítmica (b). 

 

 

La tabla 6.15 muestra el tiempo de reducción decimal del bacteriófago ɸRSP en agua grado Milli-Q, a temperatura ambiente 

y en refrigeración, mostrando la enorme diferencia que se tiene en este parámetro, bajo las dos condiciones evaluadas. 

 

Tabla 6.15 Tiempos de reducción decimal en días del bacteriófago ϕRSP en agua grado Milli-Q a temperatura ambiente y en 
refrigeración. 

Condición Tiempo de reducción decimal (días) Tasa de decaimiento (-k) 

Temperatura ambiente 1.6 -1.447427 

Refrigeración 116 -0.02 

 

La diferencia en el perfil de estabilidad del bacteriófago a diferentes temperaturas es más marcada en agua que en las 

otras soluciones. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en agua ultrapura, la temperatura es un factor crucial 

para evitar la desnaturalización o pérdida de infectividad del bacteriófago ɸRSP. Anteriormente distintos autores han analizado 

las ventajas o desventajas de la composición del medio en el que se encuentran los bacteriófagos para mantenerlos viables 

(Adams,1949; Atamer, et al., 2009), sin embargo, se esperaba que bajo condiciones en donde no se tienen proteínas y sales, se 

esperaba que el bacteriófago ɸRSP se perdiera por completo en ambas condiciones de temperatura. 

Haciendo un análisis del comportamiento del bacteriófago ɸRSP en agua Milli-Q, se podría suponer que el agua se 

comporta como anfótero y esta propiedad afecta de manera directa a la estabilidad del bacteriófago. Las especies químicas que 

se generan durante el equilibrio químico del agua son muy reactivas (iones hidronio e hidroxilo) y pueden afectar a las proteínas 

que conforman al bacteriófago ɸRSP (Conn, et al., 2007). La estructura de la cápside, cuello y espículas son de naturaleza 

proteica. Los enlaces peptídicos pueden verse afectados el equilibrio de ionización del agua, cuya constante (Kw) se incrementa 

con la temperatura, lo que se traduce como un incremento en la concentración de los iones hidronio e hidroxilo (tabla 6.16) 

(Skoog, et al., 2004). La temperatura a la que se trabajó la estabilidad del bacteriófago ɸRSP, varió entre los 26°C y 32 °C como 

máximo durante el día y como mínimo varió entre 22 y 18 °C por las noches.  

 

Tabla 6.16. Variaciones de Kw con respecto a la temperatura (Skoog, et al., 2004). 

Temperatura (°C) Kw 

0 0.114 x 10 -14 

25 1.01 x 10 -14 

50 5.47 x 10 -14 

100 49 x 10 -14 

 

A) B) 
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La temperatura de refrigeración varió entre 2 y 5 °C. Bajo estas condiciones, las moléculas poseen menos energpia cinética 

debido a que se encuentra cercano al punto de congelación (Tippens, 2001) y el equilibrio de disociación se desplaza hacia el 

extremo no ionizado de la reacción, afectando probablemente de menor manera a las partículas víricas en suspensión. La Kw a 

4°C es de 0.185x10E-14 (Christian 2001) según literatura, lo que se traduce en un pH cercano a 7.3. La mayoría de las proteínas 

tienen un punto isolectrico cercano a 7 (Conn, et al., 2007), posiblemente esto le confiera una mayor estabilidad a los fagos a 

bajas temperturas. La suma de las propiedades fisicoquímicas del agua, deben de conferirle mayor estabilidad en refrigeración 

que a temperatura ambiente. 

 

Se sabe que sales como las de Ca2+ o Mg2+, afectan la adsorción del bacteriófago a la célula huésped. También, las 

concentraciones de Ca2+ y Mg2+ influyen en la inyección del DNA del virus dentro de la célula huésped, además de ser iones 

importantes en la proliferación de los bacteriófagos, pero no indispensable para terminar el ciclo lítico (Zhang, et al., 2015). Se 

desconoce si esto es debido al cambio conformacional de las proteínas del virión. Los pHs neutros tienden a ser donde el 

bacteriófago tenga una mayor estabilidad (Zhang, et al., 2015). 

 

La composición del medio donde se disponen los bacteriófagos modifica el comportamiento y su infectividad (Zhang, .et 

al., 2015), en algunos casos disminuyéndola, en otros aumentando la resistencia a ciertas condiciones (Atamer, et al., 2009). La 

estabilidad es el resultado del conjunto de factores que afectan a cada bacteriófago, ya que cada virus es completamente 

diferente y esto hace que, en algunos casos, la infectividad se ve disminuida y en algunos otros aumenta, como ocurre con 

medios que contienen proteínas, lo que proporciona mayor estabilidad a ciertos fagos (Atamer, et a.l., 2009). Sin embargo,  el 

bacteriófago ϕRSP presenta una mayor estabilidad en soluciones salinas,  la temperatura es el factor de mayor importancia para 

su estabilidad, como se ha onservado en otros trabajos con fagos diferentes al ϕRSP (Piracha, et al., 2014; McMinn, et al., 2014; 

Mattila, et al., 2015). No se encontró algún trabajo donde se analice la relación de los medios que utilizan con la temperatura. 

Los resultados obtenidos en este y en otros trabajos, muestran que la temperatura es uno de los factores que más afectan las 

concentraciones de bacteriófago, los resultados sugieren que su importancia podría ser mayor que la composición del propio 

medio. Al no haber una regulación sobre las pruebas que deben hacerse a bacteriófagos con potencial uso biotecnológico, 

puesto que cada uno se comporta como una entidad completamente independiente y diferente, la amplia gama de aplicaciones 

que pueden tener, se complica la implementación de las pruebas que se les deba realizar, así como las condiciones a las que 

se someten, siendo condiciones muy generales a las que se ponen a prueba. 

 

6.5.3 Análisis de la estabilidad del fago ϕRSP en los cinco medio utilizados, bajo condiciones de refrigeración. 

Con los datos presentados en la figura 6.11 y en la tabla 6.17, se puede comparar la estabilidad del bacteriófago ɸRSP en 

los distintos medios donde fue evaluado bajo condiciones de refrigeración. Se observa que el bacteriófago ϕRSP es más estable 

en la solución de sulfatos y fosfatos 5X que en los otros medios analizados. El medio en el que el bacteriófago presenta una 

menor estabilidad es el medio NBY. 
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Figura 6.11 Perfiles de estabilidad del bacteriófago ϕRSP en los cinco medios utilizados, bajo condiciones de refrigeración. 
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Tabla 6.17. Tiempos de reducción decimal del bacteriófago ϕRSP bajo condiciones de refrigeración, en los cinco medios evaluados. 

Medio Tiempo de reducción decimal (días) 

SO4 y PO4 1X 253 

SO4 y PO4 5X 200 

Buffer SM  183 

H2O Milli-Q 116 

NBY 63 

 

En la tabla 6.16 se muestran los tiempos de reducción decimal de las diferentes soluciones en refrigeración en las que se 

evaluó la estabilidad del bacteriófago. Relacionando estos resultados con lo establecido en la hipótesis, la solución idónea para 

la estabilidad del bacteriófago es la solución de sulfatos y fosfatos 5X. Los resultados obtenidos fueron los esperados de acuerdo 

a los estudios previamente realizados por Mendoza-Porcayo (2015), quien demostró que el bacteriófago ITL-1, bajo condiciones 

de refrigeración, fue estable en la solución de sulfatos y fosfatos 5X.  Aún cuando el bacteriófago ϕRSP presentó mayor 

estabilidad en refrigeración en la solución de sulfatos y fosfatos 1X, este resultado podría estar afectado por errores 

experimentales. Si este fago realmente es más estable en la solución de sulfatos y fosfatos 1X que en la solución de sulfatos y 

fosfatos 5X, debería observarse el mismo resultado a temperatura ambiente, lo cual no ocurrió. 

 

6.5.4 Análisis de la estabilidad del fago ϕRSP en los cinco medio utilizados, a temperatura ambiente. 

Los resultados de la estabilidad del bacteriófago ϕRSP en soluciones a temperatura ambiente permiten concluir cuáles 

soluciones son adecuadas para la manipulación del bacteriófago ϕRSP. Esta información puede contribuir a reducir costos 

asociados con la producción, aplicación y almacenamiento. A temperatura ambiente el bacteriófago es más estable en la solución 

de sulfatos y fosfatos 5X, esta solución puede usarse como vehículo para la administración del bacteriófago ɸRSP en cultivos, 

ya que tiene la misma composición que la utilizada para preparar la solución nutritiva con la que se riegan los cultivos de jitomate 

en semihidroponia. De acuerdo con la literatura revisada, no hay algún estudio donde se analicen simultáneamente dos variables 

importantes para la viabilidad de los bacteriófagos como son la temperatura y la composición el medio el que se disponen.  

 

En estudios previos (Flores-García, 2012) se ha mostrado que el título del bacteriófago ITL-1 a temperatura ambiente en 

agua se pierde en un periodo corto de tiempo. Bajo las mismas circunstancias, el bacteriófago ϕRSP es inestable. En los perfiles 

de estabilidad del bacteriófago ITL-1, no se evaluó el perfil de estabilidad en refrigeración empleando agua destilada, lo que 

impide la comparación de los bacteriófagos a esta temperatura. Se esperaba un comportamiento similar en agua a temperatura 

ambiente y en refrigeración, pues el agua grado Milli-Q presenta cantidades traza de sales, lo que significa que no están 

presentes los iones que pudieran funcionar como agentes estabilizadores de los viriones. 

 

Los trabajos previos donde se realizan estudios a distintas temperaturas, desarrollan las pruebas desde los 30°C hasta los 

80°C, aunque no implementan pruebas con diferentes variables como la composición del medio en el que se realizan los 

experimentos (Jamal, et al., 2015) y los periodos de prueba son cortos.  

 

Son pocos los artículos donde hacen una relación entre la temperatura y la composición del medio para analizar la 

estabilidad de bacteriófagos por periodos prolongados. Atamer y colaboradores (2009) hacen separación de los compuestos de 

la leche y analizan en cada uno la estabilidad de bacteriófagos sometiéndolos a pasteurización, la prueba de estabilidad es por 

un periodo corto. Ellos observan que bajo estas condiciones, las soluciones que tienen proteínas tienden a darle protección a 

los bacteriófagos y las soluciones con composición de sales tienden a bajar la resistencia a la pasteurización. 

 

Es crucial establecer las condiciones en las que se van a realizar las pruebas de estabilidad, dando un enfoque de acuerdo 

a las condiciones de uso de los bacteriófagos. Por ejemplo, si el uso es agrícola, evaluar la estabilidad del bacteriófago con 

soluciones de composición similar a las que se usan durante el riego de los cultivos. En trabajos previos, con bacteriófagos de 

uso agrícola, utilizan buffer SM para los estudios a los que se someten los bacteriófagos y las temperaturas a las que se hace la 

estabilidad son superiores a los 30°C (Lallo, et al., 2014). 
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Krasowska y colaboradores (2014) realizaron experimentos a -80°C, -20°C, 4°C, 23°C , 30°C , 37°C  y 50°C , observando 

que a partir de los 180 minutos de exposición los bacteriófagos se mantienen estables a temperaturas de congelación y ultra 

congelación, perdiendo estabilidad a más de 50 °C, sin embargo, los periodos de exposición de los bacteriófagos son muy cortos. 

En otro articulo, también se encontró que bajo condiciones inferiores a 5°C y de congelación, los bacteriófagos pueden 

mantenerse estables por un periodo de tiempo prolongado (Piracha. et al., 2014). 

 

En la figura 6.12 se presentan los perfiles de estabilidad del bacteriófago ɸRSP a temperatura ambiente en los distintos 

medios en los que se realizó el análisis. Se observa que la solución de sulfatos y fosfatos 5X es la que le proporciona mayor 

estabilidad. El agua grado Milli-Q a temperatura ambiente es la que menor estabilidad le proporciona al bacteriófago ɸRSP con 

un tiempo de reducción decimal de dos días y una pérdida total del título fágico en 13 días. 
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Figura 6.12 Perfiles de estabilidad del bacteriófago RSP en los cinco medios evaluados, a temperatura ambiente. 

 

 

En la tabla 6.18 se muestra los resultados en conjunto, del estudio de  estabilidad de los 5 diferentes medios bajo las dos 

condiciones de temperatura que se manejaron durante el periodo de prueba del bacteriófago ɸRSP. 

 

 
Tabla 6.18 Tiempos de reducción decimal del bacteriófago ϕRSP en los distintos medios en los que se evaluó la estabilidad, a 

temperatura ambiente y en regrigeración. 

Medio Tiempo de reducción decimal a 
temperatura ambiente (días) 

Tiempo de reducción decimal en 
refrigeración (días) 

SO4 y PO4 5X  342 200 

Buffer SM 70 183 

SO4 y PO4 1X 48 253 

NBY  47 63 

H2O Milli-Q 2 116 

 

Se puede comparar la estabilidad del bacteriófago en una misma solución bajo las dos condiciones de temperatura a las 

que se sometió. La solución de sulfatos y fosfatos 5X es la única que bajo ambas condiciones de temperatura ofrece una elevada 

estabilidad al bacteriófago ɸRSP. Las otras soluciones ofrecen estabilidades muy variables entre una y otra condición de 

temperatura. 

 

 

6.6 Análisis de la estabilidad del bacteriófago ϕRSP en diferentes condiciones de pH. 

La prueba de pH ayudó a definir el rango de pH en el cual el bacteriófago ɸRSP es estable por un periodo de una hora de 

exposición. Esta infomación es importante debido a que se utilizó la solución en la que bacteriófago mostró mayor estabilidad 

(sulfatos y fosfatos 5X), permitiendo simular las condiciones en las que se pudiera presentar esta situación. Se sabe que los 

prouctores de jitomete con frecuencia tienen que ajustar el pH de las soluciones nutritivas, por lo que adicionan ácido nítrico o 

hidróxido de sodio a los recipientes que contienen la solución nutritiva, provocando cambios temporales de pH. 

La exposición del bacteriófago ɸRSP a diferentes valores de pH, que van de 3 a 12, permite saber si el bacteriófago resistirá 

los cambios de pH en la solución que podría fungir como vehículo de éste. Los resultados muestran que el bacteriófago ɸRSP 

es estable en un rango amplio de pH que va de 4-11, por lo que poder se puede manipular al bacteriófago en ese rango de 

valores, al menos durante 1 hora, característica favorable para su uso como herramienta de control biológico. En trabajos previos, 
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la estabilidad a diferentes valores de pH es completamente diferente en cada bacteriófago (Jamal, et al., 2015; Jamal, et al., 

2014; Krasowska. et al., 2014; Lallo, et al., 2014). 

6.7  Análisis de la estabilidad del bacteriófago ϕRSP frente a la desecación. 

Los resultados de esta prueba muestran que el bacteriófago ϕRSP es sensible a la desecación. Los experimentos se realizaron 

bajo condiciones variables de velocidad de flujo de aire, obteniéndose que a mayor flujo de aire, la concentración fágica se pierde 

con mayor rapidez. Los datos de decaimiento de la concentración fágica obtenidos durante la segunda evaluación con flujo de 

aire moderado se ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial. Se obtuvo un valor de k = 0.9236, con un promedio de 

diferencias de 0.0001215%. Sustituyendo, se obtuvo la ecuación 13. 

 

C = (5.44x106)(e-0.9236*t)    Ecuación 13 
 

La tabla 6.19 muestra la relación del promedio de los datos experimentales y los datos obtenidos con modelo de 

decaimiento exponencial. El coeficiente de correlación para ambos conjuntos de datos fue de 0.96309. 

 

 
Tabla 6.19 Correlación entre los datos experimentales y los generados con el modelo de decaimiento exponencial. El coeficiente de 

correlación fue de 0.96309. 

Tiempo 
(horas) 

Concentración promedio 
experimental (pfu’s/mL) 

Concentración dada por 
el modelo (pfu’s/mL) 

0 5.70E+06 5.70E+06 

1 8.89E+05 2.26E+06 

2 4.81E+05 8.98E+05 

3 4.44E+05 3.57E+05 

4 2.59E+05 1.42E+05 

 

Sustituyendo el valor el valor de k en la ecuación 2, se obtuvo un TRD = 2.49 horas.para el bacteriófago ɸRSP bajo las 

condiciones de desecación del experimento. Es de esperar que este tiempo dereducción decimal se reduzca si la velocidad de 

flujo de aire se incrementa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Cuando se utilizó un flujo de aire de 0.41M/S, la gota de solución fágica colocada en los tubos se secó tan ráídamente que 

en 1 hora se había perdido el título fágico (fig. 5.9), lo que señala la importancia de caracterizar la cinética de desecación de la 

muestra en las condiciones a utilizar. 

 

No existen reportes previos donde analicen  la resistencia a la desecación por los bacteriófagos, ya sea bajo condiciones 

de laboratorio, o durante su aplicación en campo. De acuerdo a los resultados obtenidos, el bacteriófago ɸRSP no resiste la 

desecación, teniendo un comportamiento distinto de acuerdo a las condiciones de velocidad de flujo de aire en las que se analice. 
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La reducción en el título fágico que se observó durante todos los ensayos realizados, se considera que se debe a la pérdida 

de infectividad por el bacteriófago ɸRSP. Este fenómeno podría deberse a una desnaturalización parcial de las proteínas fágicas 

que participan en el proceso infectivo, de manera que no se establece el reconocimiento fago-bacteria, o bien, a una disgregación 

de la partícula fága debido a la ausencia de factores estabilizadores, como pudiera ocurrir en el agua grado Milli-Q a tempertura 

ambiente. Se realizaron ensayos en agua destilada en los que después de la reducción del título inical, se adicionó solución de 

sulfatos y fostatos a una concetración final intermedia entre 1X y 5X, esperando que el bacteriófago ɸRSP recuperara infectividad 

si esta solo disminuía debido a un cambio conformacional reversible que impidiera la infección de la celula huésped. La 

concentración fágica no se incrementó, por lo que se infiere que el decremento en la concentración fágica se debe a la pérdida 

irreversible de infectividad.  Faltaría realizar pruebas para saber si esta pérdida de infectividad se debe por una modificación 

estructural localizada en regiones proteincas muy particulares, o a una desnaturalización vírica completa que lleve a la 

disgregación o pérdida de la estructura del virión.  
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CAPÍTULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

7.1 Conclusiones. 

 

Como producto de los análisis presentados anteriomente, se plantean las siguientes conclusiones para este trabajo:  

 El bacteriófago ɸRSP presenta una mayor estabilidad en la solución de sulfatos y fosfatos 5X. 

 El bacteriófago ɸRSP es estable en un rango de pH de 4 a 11. 

 El bacteriófago ɸRSP es más estable en soluciones que se mantienen en refrigeración que en las que se mantienen a 

temperatura ambiente. 

 El bacteriófago ɸRSP no es resistente a la desecación. 

 El principal factor que afecta la estabilidad del bacteriófago ɸRSP es la temperatura. A mayor temperatura, menor 

estabilidad. 

 El segundo factor más importante para la viabilidad del bacteriófago ɸRSP es la composición del medio en el que se 

encuentre. Una reducción en la concentración de sales, se asocia con una menor estabilidad. 

 Los procesos de decaimiento fágico en distintas soluciones y frente a la desecación, se ajustan a modelo de decaimiento 

exponencial.  

 

 

7.2 Perspectivas 

 

 Establecer las condiciones que emulen adecuadamente la desecación que se lleva a cabo en condiciones de invernadero, 

podría arrojar información que sea pueda emplear en la preparación de un método efectivo de biocontrol de R. solanacearum. 

 Realizar cambios de pH mientras el fago se encuentra en la solución de sulfatos y fosfatos 5X para ver si el bacteriófago 

resiste los cambios de pH con la adición de bases o ácidos en una solución. 

 Establecer una prueba que permita diferenciar si la pérdida de estabilidad se debe a desnaturalización parcial de las 

proteínas fágicas con conservación de la estructura del virión, o a la disgregación de los viriones. 

 Someter los bacteriófagos a las condiciones que prevalecen en los inveranderos en los que se cultiva jitomate, por 

ejemplo, aplicándolo en los tinacos en los que se prepara la solución nutritiva, para determinar su estabilidad después de ser 

sometido a temperaturas a las que se encuentra el sistema de riego de los invernaderos. 
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