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Resumen 

 

 

Una consecuencia a considerar cuando se realiza el tratamiento biológico de aguas residuales 

que contienen compuestos aromáticos como el ácido tereftálico es la generación de una 

enorme cantidad de biomasa o lodos residuales.La problemática asociada a los lodos aparece 

cuando éstos dejan de ser un producto para convertirse en un residuo. Los procesos de  

tratamiento diseñados para lograr una reducción de bacterias pueden incurrir en capital 

substancial y altos costos de operación. El desarrollo del tratamiento de lodos con 

bacteriófagos puede proporcionar un control efectivo del costo a largo plazo de bacterias 

potencialmente patógenas. Las bacteriófagos son virus que infectan y lisan bacterias. Aquí la 

potencial aplicación de las técnicas con fagos es en los sistemas de tratamiento de aguas 

residuales para mejorar las emisiones de efluentes y lodos al ambiente. El propósito principal 

de este proyecto fue el aislar y el caracterizar bacteriófagos capaces de lisar a las bacterias 

degradadoras de ácido tereftálico, Arthrobacter sp. y Brevundimonas sp, de diversas fuentes de 

suelo y cuerpos de agua para el contro biólogico de éstas. Un bacteriófago capaz de lisar a 

Arthrobacter fue aislado de una muestra de suelo. Este fago fue caracterizado 

morfológicamente usando Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) y molecularmente  

utilizando técnicas de biología molecular. Algunos fragmentos del genoma del fago, generados 

por digestión con enzimas de restricción, fueron clonados en el vector pBlueScript II KS y 

posteriormente secuenciados y analizados. Las Imágenes de TEM mostraron fagos con 

cápsides isométricas y cola larga no contráctil, similares a las que presentan plataforma basal 

descritas para la familia siphoviridae del orden de los caudovirales. Dos de los fragmentos del 

genoma secuenciados y analizados muestran símilaridad con los genes de una proteína 

encargada de mediar la longitud de la cola de dos bacteriofagos que infectan a bacterias de los 

generos Gordonia y Rhodococcus. La similitud de estos fragmentos fue de 36-41%, la cual es 

baja y podría sugerir que el fago aislado está relacionado con los fagos que infectan a los 

generos mencionados pero no muestran una alta similitud con genomas de bacteriofagos 

previamente reportados por lo que el fago aislado en el presente trabajo y aquí reportado 

podría tratarse de un nuevo bacteriofago de Arthrobacter sp. 
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Abstract 

One of the aspect to consider when bio treating residual waters containing aromatic compounds 

such as tereftalic acid is the high biomass generated in the treatment. There is a problem when 

the sludge generated is no longer a product but a residue. Treatment of this sludge, to reduce 

bacterial number mainly, is costly. Treatment of residual sludge with bacteriophages could 

represent and effective and inexpensive process to reduce the number of potentially pathogenic 

bacteria. Bacteriophages are viruses that infect and lyse bacteria specifically and could then be 

used to lyse bacteria that are present at high number in residual sludge. The main objective of 

the present thesis was to isolate and characterize bacteriophages from diverse sources of soil 

and water capable of lysing tereftalic acid-degrading bacteria Arthrobactersp and 

Brevundimonas sp. Such bacteriophages could then be used to biologically control their growth. 

A bacteriophage capable of infecting Arthrobactersp was isolated from a soil sample. Using 

Transmission Electron Microscopy and DNA sequencing the isolated phage was characterized. 

Some DNA fragments from the phage´s genome, generated by restriction digestion, were 

cloned into vector pBlueScript II KS and sequenced. TEM images showed phages with 

isometric capsids and long non-contractile tails, similar to the basal platforms described for the 

family siphoviridae of the order caudovirales. Two of the DNA fragments sequenced from the 

phage´s genome showed similarity with the genes coding for a protein in charge of modulating 

the tail´s length in bacteriophages that infect bacteria of the genus Gordonia and Rhodococcus. 

The similarity was in the order of 36-41%, which is considered low and may suggest that the 

isolated phage is related to the bacteriophages that infect bacteria of the mentioned genus but 

not identical to any reported previously, thus could be a new phage discovered for Arhrobacter. 

sp. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Lodos residuales 

 

Hoy en día la necesidad de minimizar residuos, así como su disposición adecuada y segura, son 

aspectos de suma importancia mundialmente, lo que ha llevado a la búsqueda de alternativas 

tecnológicas y cambios en las políticas de manejo que permitan generar residuos no peligrosos y 

estables para su correcta disposición o reaprovechamiento (Oropeza, 2006). 

 

Los lodos generados en el tratamiento del agua residual son considerados residuos peligrosos, de 

acuerdo con lo establecido en la NOM-052-ECOL-1993 (DOF, 1993). Sin embargo, estos lodos 

poseen características benéficas que pueden ser aprovechadas como son el contenido de 

nutrientes y materia orgánica (Castrejón et al., 2000). Una definición amplia de lodo podría ser la 

siguiente: Cualquier sólido, semi-sólido o líquido de desecho generado por una planta municipal, 

comercial o industrial de tratamiento de aguas residuales, de aguas de consumo o instalaciones de 

control de la contaminación atmosférica u otra clase de desechos de similares características y 

efectos (Mahamud et al., 1996a) 

 

En las últimas décadas se ha observado el fenómeno del aumento en la contaminación del terreno 

y de los cuerpos acuíferos debido a las aguas residuales que contienen compuestos del ácido 

ftálico (ácido orto-bencen di-carboxílico, ácido meta-bencen di-carboxílico y ácido para-bencen di-

carboxílico) (Kleerebezem et al., 2005). Por tal razón se ha dado gran importancia a los 

tratamientos biológicos para la degradación de los principales contaminantes como compuestos 

aromáticos, aromáticos clorados y alifáticos clorados (Macarie and Guyot, 1992) entre los que 

destaca el Acido Tereftálico (AT) y sus derivados (Martínkova et al., 2009). 

 

 

1.2. Ácido Tereftálico 

 
 El ácido tereftálico (PAT por sus siglas en inglés) es un ácido dicarboxílico aromático cuya fórmula 

molecular es C8H6O4 (Figura 1). El PTA es un importante químico a granel cuya aplicación más 

conocida es en tereftalato de polietileno (PET), que es empleado ampliamente para la fabricación 

de botellas para la venta de bebidas carbonatadas (Kleerebezem et al., 2005). Es un compuesto 

http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_dicarbox%C3%ADlico
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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orgánico tóxico debido a sus propiedades teratógenas, mutagenas y carcinógenas (Vamsee-

Krishna and Phale, 2008). Ha sido añadido a la lista de contaminantes de prioridad por la agencia 

de protección ambiental en Estados Unidos (Thiruvenkatachari et al., 2006), y en México está 

considerado como residuo peligroso de acuerdo a la Nom-052-SEMARNAT-1993. 

 

 

Figura 1. Mólecula de ácido terftálico 

 

1.2.1. Degradación de ácido terftálico 

 
 
Debido a su acumulación en el medio ambiente, a su creciente demanda en la industria química ya 

que el ácido tereftálico es uno de los principales componentes del PET, al deterioro ambiental que 

genera y a los problemas de salud que produce,  se han estudiado procesos químicos (Masuda et 

al., 1997) y recientemente procesos biológicos para la degradación de este compuesto y algunos 

precursores (Wang and Gu, 2006) en donde la degradación por bacteria es eficiente ya que el 

ácido tereftálico es totalmente biotransformado o mineralizado por los microorganismos. Por  cada 

tonelada producida de PTA, se generan 3-10 m3 de aguas residuales con 5-20 gDQO/L 

(Kleerebezem et al., 2005). 

 

 

1.2.2. Microorganismos degradadores de ácido tereftálico 

 

Ya que las velocidades de fotolisis e hidrólisis química  son muy lentos dentro de los procesos 

físicos y químicos, respectivamente, el rompimiento metabólico por microorganismos se considera 

una de las principales rutas para la degradación ambiental de los esteres de ftalatos (Juneson et 

al., 2002). Se han encontrado varios tipos de microorganismos que degradan esteres de ftalatos 

incluyendo especies aerobias y anaerobias (Wang and Gu, 2006, Sivamurthy and Pujar, 1989). 

 

Algunos géneros involucrados en la biodegradación de este tipo de compuestos además de 

algunos otros y que son de interés en el presente trabajo se mencionan a continuación. 



 

3 

 

1.2.2.1. Arthrobacter sp. 

 

Diversos estudios han mostrado que las bacterias que pertenecen al género Arthrobacter forman 

una fracción numéricamente importante en suelos de diferentes partes del mundo.(Jones and 

Keddie, 2006). Estas bacterias, están bien adaptadas a vivir en la tierra porque son muy 

resistentes a la desecación y al ayuno de nutrientes. Adicionalmente, presentan una flexibilidad 

nutricional inusitada, y pueden degradar incluso algunos herbicidas y pesticidas (diazinón, 

fenoxiáceticos y m-clorobenzoato)  (Brown et al., 1978). 

 

Al género Arthrobacter, pertenecen un grupo de bacterias corniformes de las cuales varias cepas 

son industrialmente usadas para la producción de ciertos aminoácidos tales como el ácido 

glutámico.(Le Marrec et al., 1996).Su característica peculiar es su ciclo de crecimiento bacilo-

coco(Prescott et al., 2004), además de que pueden  forman micelios cortos (Conn, 1948). Cuando 

Arthrobacter crece en fase exponencial, las bacterias son bacilos irregulares, ramificados, que se 

pueden reproducir por división crepitante. Cuando entran en la fase estacionaria las células 

cambian a una morfología cocoide. Al ser transferidas a un medio nuevo, las células cocoides 

producen brotes y de nuevo se observan como bacilos de crecimiento activo (Prescott et al., 

2004).Existe ahora mucha evidencia  de que especies de este género pueden utilizar un amplio y 

diverso rango de substratos orgánicos como única fuente de carbono y energía. Wang y Gu (2006) 

encontraron que  Arthrobacter sp. P-46  fue capaz de degradar DMTP (Dimetil tereftalato) del agua 

residual en una planta de tratamiento. 

 

1.2.2.2. Brevundimonas sp. 

 

El género Brevundimonas fue propuesto basado en una reclasificación de dos especies de 

Pseudomonas como Brevundimonas diminuta y Brevundimonas vesicularis. Al momento hay 10 

especies de Brevundimonas con nombres publicados con validez (Ryu et al., 2007). 

 

El género Brevundimonas pertenece a la familia Caulobactereacea, son organismos oligótrofos y 

quimiorganótrofos, con un metabolismo respiratorio estrictamente aerobio. Algunas especies de 

Brevundimonas producen prosthecae (son filamentos en células bacterianas que se reproducen 
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por gemación). Son  células Gram negativas en forma de vara de 0.4-0.5 x 1-2 µm (Segers et al., 

1994). 

 

Algunas especies tienen la habilidad de degradar y desintoxicar componentes aromáticos y 

organofosforados. Brevundimonas aveniformes fue aislada de lodos activados y realizó una mayor 

eliminación  biológica de fosforo en un reactor en lote (Ryu et al., 2007). Las capacidades 

metabólicas inusuales de algunas cepas de Brevundimonas han sido investigadas por la 

bioconversión de componentes intermediarios de la producción de cefalosporina (Segers et al., 

1994) 

 

Estos microorganismos son bacterias acuáticas, al menos algunas especies han sido aisladas de 

agua mineral. Las especies prostecate pueden ser aisladas del suelo (ej. B. alba). Las especies no 

prostecae se han identificado en especímenes clínicos tales como cultivos de sangre, fluidos 

biológicos infectados, orina, heridas, vagina, ojo y en cultivo de tejidos (Segers et al., 1994). 

 

1.3. Problemas asociados  a la disposición de lodos 

 

Recientemente se han realizado estudios que reportan que los lodos residuales que en México han 

significado un grave problema, pueden ser reutilizados sin riesgo a la salud y al ambiente, 

demostrando que incrementan del 10 al 85% el rendimiento de los cultivos en relación con 

fertilizantes comunes, así, estos desechos podrían ser aprovechados después de ser sometidos a 

diversos procesos de estabilización, generando biosólidos que podrían aplicarse como fertilizantes 

dependiendo de las características del suelo, el problema es la alta concentración bacteriana que 

presentan, ya que esto los vuelve residuos peligrosos creando la necesidad de mandarlos a 

confinamientos o incinerarlos (Oropeza, 2006). 

 

Una consecuencia a considerar cuando se realiza el tratamiento de compuestos aromáticos como 

el ácido tereftálico es la generación de una enorme cantidad de biomasa los cuales se pueden 

considerar como lodos. Se puede considerar que una persona descarga 370 L de aguas residuales 

con un contenido de sólidos de 300 mg/L (Jiménez, 2002).  

 

Los procesos más comúnmente utilizados para el tratamiento de lodos residuales, generados en 

las plantas de tratamiento de aguas residuales, son la digestión aerobia, digestión anaerobia, 
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compostaje, estabilización química e incineración (Mahamud et al., 1996b). Algunas ventajas y 

desventajas de estás tecnologías están resumidas en las tablas 1 y 2. 

 

En general, las líneas de tratamiento de lodos residuales se encuentran enfocadas a dos aspectos 

fundamentales, que son: a) Reducción de volumen: pueden obtenerse por un simple espesamiento 

(con el que la sequedad del producto podrá alcanzaren algunos casos el 10 o muy 

excepcionalmente, el 20%, sin que, por ello, pueda manejarse con pala), deshidratación por 

drenaje natural, escurrido mecánico, secado térmico, o también como continuación de una 

deshidratación, y por una incineración. b) Reducción del poder de fermentación o estabilización: 

Consiste en reducir su actividad biológica (tendencia a la putrefacción) y su contenido de 

microorganismos causantes de enfermedades. La estabilización puede obtenerse mediante 

procesos tales como: digestión anaerobia o aerobia, estabilización química, pasteurización, 

cocción, etc. (Oropeza, 2006). 

 

 

Existen diferentes motivos para proceder a un tratamiento adecuado de los lodos, que pueden 

resumirse en seis fundamentales: Motivaciones concernientes a la salud pública, Opinión pública 

Aspectos legales, Consideraciones económicas y Aspectos medioambientales. 

 

La problemática asociada a los biosólidos aparece cuando éstos dejan de ser un producto para 

convertirse en un residuo. Por ello es preciso buscar tratamientos adecuados que permitan, 

preferentemente, una utilización racional de los citados biosólidos y sólo en caso de ser inviable 

esta alternativa, proceder al procesado de los mismos como residuo de la forma más conveniente, 

tanto desde el punto de vista económico como ambiental (Mahamud et al., 1996a). 

 

Ya se ha visto que el lodo puede ser procesado bien como un recurso con un potencial 

aprovechable o como un residuo (Mahamud et al., 1996b). Paralelamente, los procesos de 

tratamiento de lodos pueden dividirse en dos grandes categorías. Por un lado, existen una serie de 

tratamientos que podríamos denominar de estabilización de los lodos, es decir, consisten 

fundamentalmente en someterlos a un tratamiento con vistas a su utilización posterior. Por otra 

parte se utilizan también una serie de procesos conducentes a una casi total eliminación de la 

materia orgánica del lodo, obteniendo así un residuo más manejable y prácticamente inerte  

(Mahamud et al., 1996a). 
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Sin bien estos procesos son utilizadas para la estabilización y la disposición final de los lodos 

residuales, un hecho que aún no se potencializa de los lodos, es que pueden ser convertirlos en un 

recurso aprovechable y no peligroso. Los procesos de tratamiento diseñados para lograr una 

reducción de bacterias pueden incurrir en capital substancial y costos de operación. El desarrollo 

del tratamiento de lodos con bacteriófagos puede proporcionar un control efectivo  del costo a 

largo plazo de bacterias potencialmente patógenas. El conocimiento de la importancia de los 

bacteriófagos en ecosistemas acuáticos y terrestres ha despertado el interés en las más amplias 

aplicaciones ambientales (Withey et al., 2005). Existe también un potencial uso de técnicas con  

bacteriófagos que influyen en el tratamiento de aguas residuales, sin embargo este tema será 

discutido con más detalle en la sección de uso de los bacteriófagos. 

 

1.4. Bacteriófagos 

 

Los Bacteriófagos o fagos son las estructuras biológicas con ácidos nucleicos más abundantes 

sobre la tierra (1031 ). Están ampliamente extendidos, incluyendo alimentos (García et al., 2010), y 

orígenes diversos como agua, suelo, aire además del lugar en que se encuentre su célula huésped 

(Kutateladze and Adamia, 2010). Los bacteriófagos, que generalmente se denominan en forma 

abreviada fagos, son virus que infectan bacterias (García et al., 2010). También han sido definidos 

como entidades biológicas, agentes infecciosos y parásitos intracelulares obligados, (Withey et al., 

2005). Claramente no es un problema diferenciar a los virus de organismos macroscópicos 

superiores. Incluso dentro de una definición amplia de microbiología, que abarca organismos 

procariotas y eucariotas microscópicos tales como algas, protozoos y hongos,  en la mayoría de 

los casos será suficiente (Cann, 2005). Algunos grupos de organismos procarióticos, sin embargo, 

han especializado ciclos de vida parasitaria intracelular, y se pueden confundir con la definición 

mencionada arriba. Estas son las Ricketssias y las Clamidias, bacterias parásitas intracelulares 

obligadas (Prescott et al., 2004), las cuales han evolucionado para estar asociados a la célula y 

que pueden existir fuera de sus anfitriones por solo un corto periodo de tiempo antes de perder la 

viabilidad. Por lo tanto es necesario agregar más clausulas a lo que constituye un virus. Estas son: 

(i) las partículas víricas son producidas del ensamble de componentes preformados, mientras que 

otros agentes crecen a partir de un aumento en la suma integrada de sus componentes y se 

reproducen por división (Cann, 2005) (ii) Las partículas virales (viriones) por sí mismas no crecen o 

se someten a división (Rittmann and McCarty, 2001) y (iii) Los virus carecen de la información 

genética que codifica el aparato necesario para la generación de energía metabólica o para la 

síntesis de proteínas (ribosomas) (Cann, 2005)  



 

 

Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de los  Procesos de estabilización de lodos 

Proceso Ventajas Desventajas 

DIGESTIÓN 

ANAEROBIA 

Importante reducción de sólidos volátiles 

(entre un 40 y un 60%) 

Bajos costes de operación si se recupera 

el metano producido 

Se tratan por encima de 7.500 m
3
/día 

Buena reducción del número de 

microorganismos patógenos 

Lodos utilizables para agricultura  

Reducción de la masa total de lodo 

Elevado volumen de inversión preciso para llevar a cabo su instalación 

Posibilidad de depósitos minerales en el equipo, 

dificultades de limpieza y posible formación de espumas 

Potencial producción de olores 

Peligrosidad de los gases inflamables producidos 

Presenta sobrenadantes con elevadas DBO, DQO, sólidos en suspensión y NH3 

Puede presentar problemas de "digestión acida" ya que los microorganismos productores de 

metano son de crecimiento lento (tiempos de residencia que van de los 17 a los 30 días) 

DIGESTIÓN 

AEROBIA 

Bajo coste inicial, sobre todo para 

pequeñas instalaciones 

El sobrenadante es menos problemático 

que en el caso de los procesos 

anaerobios 

Control de operación simple 

Amplio intervalo de aplicación 

Buena desinfección del lodo (en el caso 

de procesos termófilos) 

Poca generación de olores con un 

diseño y operación adecuados 

Reducción de la masa total de lodo 

Altos costes energéticos 

Generalmente menor reducción de sólidos volátiles que el proceso de digestión anaerobia 

Puede precisar la adición de álcali para reducir la bajada de pH 

Pueden producirse espumas 

Existe la posibilidad de dispersión de patógenos pormedio de aerosoles 

El lodo es difícil de deshidratar por medios mecánicos 

Las bajas temperaturas afectan negativamente su 

rendimiento 

Aplicable generalmente a EDAR de tamaño reducido con una capacidad de tratamiento por 

debajo de 17.000 m
3
/día  aunque se ha utilizado con éxito en plantas mayores. Instalaciones 

típicas pueden tratar 

caudales de agua del orden de 3.000-6.000 m3/día 

COMPOSTEO Se obtiene un producto de alta calidad 

comercializable para su uso en 

agricultura 

Admite ser combinado con otros 

procesos y presenta costos iniciales 

bajos 

Requiere contenidos en sólidos entre el 40 y el 60% así como la incorporación de un agente 

de textura 

Es preciso disponer de un sistema de aireado a presión o bien de volteado mecánico, y 

debido a ello existe una posible dispersión de patógenos a través del polvo 

Elevados costes de operación y grandes requerimientos de terreno 

Precisa la incorporación de otro material como fuente de carbono 

Es un productor potencial de olores aunque la observancia de procedimientos adecuados de 

operación y diseño minimizan la aparición de olores desagradables.  

Fuente: (Mahamud et al., 1996b, Mahamud et al., 1996a)



 

 

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de los  Procesos de eliminación de lodos 

Proceso Ventajas Desventajas 

OXIDACIÓN 

HÚMEDA 

 Producción de dióxido de carbono y 
productos inocuos 

 Fuertes reducciones del contenido en 
sólidos de los lodos producidos así como 
de la carga contaminante de los mismos 

 Tiempo de residencia es superior a 40 
minutos 

 Reducción media del contenido en 
sólidos volátiles de un 80% 

 Elevada temperatura (260°C)  
y presión  (100 atm) 

INCINERACIÓN  Los biosólidos son reducidos a cenizas 
in-situ 

 La combustión destruye todos los 
microorganismos presentes y oxida los 
compuestos orgánicos tóxicos 

 Los metales pesados en las cenizas son 
menos solubles 

 Un diseño adecuado puede hacer la 
incineración económicamente viable 

 Existencia de la tecnología adecuada 
para mantener el nivel de emisiones a la 
atmósfera en valores admisibles 

 Es una alternativa de depósito a largo 
plazo pues produce una notable 
reducción de volumen. Las cenizas 
representan un 20% del volumen total de 
materia seca(un 30% en peso) y del 
orden del 4% del volumen de tortas que 
tuvieran un 20% de contenido en sólidos 

 De tipo económico dado que 
es la alternativa más costosa 
de eliminación de lodos 
(combustible) 

 Las instalaciones de 
incineración suelen plantear 
comúnmente serios 
problemas de contestación 
social por posibles problemas 
medioambientales 

Fuente: (Mahamud et al., 1996a, Mahamud et al., 1996b) 

 

El trabajo de Twort en 1915 describe la transformación vidriosa de algunas colonias del genero 

Micrococcus, que, en lugar de su apariencia normal, opaca y de color blanco cremoso, adquieren 

un aspecto transparente como el del cristal; cuando una colonia normal contactaba con una 

vidriosa en poco tiempo adquiría el mismo aspecto. La palabra bacteriófago que significa 

devorador de bacterias, fue acuñada por d'Herelle, que, al parecer redescubrió 

independientemente este fenómeno en 1917. Los bacteriófagos en pocos minutos, son capaces de 

aniquilar in vitro, grandes poblaciones de bacterias patógenas (Douglas and Guinea, 1978), pero 

se ha comprobado que tienen un espectro muy limitado de bacterias huéspedes susceptibles de 

ser infectadas y lisarse (Kutateladze and Adamia, 2010). Normalmente, las bacterias huéspedes 

de un fago concreto son variantes muy relacionadas de una especie. Generalmente cada cepa 

bacteriana es susceptible de ser infectada por un grupo de fagos, aunque estos puedan diferir 

ampliamente entre ellos respecto a otras características.  
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Aunque los bacteriófagos son excesivamente pequeños para observarse incluso con microscopios 

ópticos, es posible sin embargo, observarlos como puntos móviles utilizando microscopios 

adecuados de campo oscuro, e incluso contar el número de partículas liberadas por la explosión 

de una célula bacteriana infectada (Douglas and Guinea, 1978). Las dimensiones de los fagos 

pueden estimarse comprobando la capacidad de paso de los mismos a través de filtros ultra finos  

con poros de tamaño conocido (Alberts, 1996). En el trabajo rutinario, las características 

fenotípicas se interpretan a través del aspecto de las calvas producidas en los cultivos bacterianos 

(Madigan et al., 2003). Sin embargo existe la posibilidad de que aparezcan calvas no producidas 

por bacteriófagos. 

 

Una placa se deriva de la infección de una sola bacteria por una sola partícula de bacteriófago. 

(Douglas and Guinea, 1978). La progenie del virus sintetizada por la primera infección, de igual 

manera, infecta a las bacterias vecinas, las cuales a su vez liberan otra generación de partículas 

víricas hijas (Prescott et al., 2004). Si las bacterias están creciendo en un medio semisólido (por 

ejemplo, agarosa o agar), la difusión de las partículas víricas es limitada. Bajo estas 

circunstancias, el resultado de sucesivas rondas de infección es una zona de difusión de la lisis 

bacteriana (Douglas and Guinea, 1978) que, después de varias horas de incubación, comienza a 

ser visible a simple vista como relativamente clara (Prescott et al., 2004). Debido a que cada placa 

contiene la progenie  de una simple partícula viral, los bacteriófagos derivados de una sola placa 

son idénticamente genéticos el uno al otro (Douglas and Guinea, 1978). 

 

1.4.1. Uso de los bacteriófagos 

 

Una alternativa  que surge actualmente hacia la disposición de los lodos, es la utilización de 

bacteriófagos. Aquí la potencial aplicación de las técnicas con fagos es en los sistemas de 

tratamiento de aguas residuales para mejorar las emisiones de efluentes y lodos al ambiente 

(Withey et al., 2005). La mortalidad de bacterias mediada por fagos tiene el potencial para influir en 

resultados del tratamiento mediante el control de la abundancia de los principales grupos 

funcionales bacterianos (Thomas et al., 2002). El  tratamiento con fagos tiene el potencial de 

controlar los problemas en los procesos ambientales de tratamiento de aguas residuales tales 

como: espuma en plantas de lodos activados, bacterias patógenas y reducir la competencia entre 

bacterias no deseadas, y poblaciones microbianas funcionalmente importantes. La aplicación 

exitosa de la terapia fágica al tratamiento de aguas residuales  requiere un completo entendimiento 

de las interacciones y dinámicas de las comunidades microbianas. Se deben desarrollar también 
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estrategias para hacer frente a la especificidad del huésped y la resistencia de la célula huésped, 

al igual que consideraciones de seguridad en relación con la emergencia de patógenos (Withey et 

al., 2005). 

 

La formación de espuma es un problema de separación de sólidos a nivel mundial causado por la 

proliferación de microorganismos filamentosos en las plantas de lodos activados (Wanner, 1994) y 

es detectado como una espuma espesa y estable en las cuencas de aireación y clarificadores. La 

formación de espuma es perjudicial para la productividad y la eficiencia de la planta. En la 

actualidad los métodos usados para el control de la espuma, tales como la manipulación por la 

edad de los lodos, no son adecuados para controlar todas las espumas. Los microorganismos 

aislados de la espuma, comúnmente incluyen los géneros de Corynebacteria, Gordonia, 

Tsukamurella, Dietzia, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus, y Skermania (Thomas et al., 

2002). Considerando la riqueza de bacterias en lodos activados uno podría esperar que también 

fuese una importante fuente y ambiente ideal  para el aislamiento de nuevos fagos (Withey et al., 

2005). 

 

La habilidad de los bacteriófagos para lisar y/o lisogenizar sus bacterias huéspedes les permite ser 

usados como herramientas biológicas (Thomas et al., 2002). Una de estas es la terapia con fagos, 

que es el uso de los fagos en el tratamiento de patógenos humanos(Brussow, 2005). La terapia 

con fagos ha despertado recientemente, el interés como una alternativa  a la terapia con 

antibióticos, a la luz del aumento a la resistencia de patógenos a los antibióticos(Kutateladze and 

Adamia, 2010). Otros posibles usos de los fagos como agentes de biocontrol incluyen el 

tratamiento de floraciones de algas (Thomas et al., 2002) enfermedad en los peces(Nakai et al., 

1999) y fuego bacteriano (enfermedad contagiosa causada por Erwinia amylovora  que afecta a 

diversos vegetales de la familia de las rosáceasentre las cuales se encuentra el peral  y el 

manzano) en los arboles (Thomas et al., 2002). 

 

Otros usos que se le han dado a los bacteriófagos son la descontaminación de las reses muertas  

y productos crudos tales como los vegetales y los frutos frescos(Garcia et al., 2008)  además de 

desinfectar equipo y superficies de contacto (biosanitización con fagos). Otra aplicación es el 

llamado biocontrol con fagos que entre otros incluye extender la vida de anaquel de productos 

perecederos utilizándolos como  conservadores naturales (García et al., 2010). 

 

La alta frecuencia de partículas virales en el medio ambiente tiene un efecto positivo a nivel 

ecológico, ya que la predación de bacterias constituye un factor de control y a la vez de estímulo 

http://es.wikipedia.org/wiki/Ros%C3%A1ceas
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para el crecimiento de las poblaciones bacterianas (Ashelford et al., 2003). Esta misma predación 

cumple un papel importante en la red alimentaria, debido a que la lisis celular contribuye al ciclo de 

nutrientes, al dejar circundantes sustancias disueltas y pequeñas partículas que luego son 

asimiladas por bacterias heterótrofas (Fuhrman and Schwalbach, 2003). 

 

Los fagos también son un mecanismo potencial para la diseminación de genes dentro de grupos 

relacionados de bacterias y aún en estado de profagos, brindan una ventaja fenotípica en el 

huésped al transferir información que permite a la célula adaptarse a cambios ambientales. Esta 

transferencia de genes de una bacteria donante a una receptora se conoce como transducción, lo 

que contribuye de manera significativa a mantener el contenido genético total (Ashelford et al., 

2003, Lorenz and Wackernagel, 1994). 

 

1.4.2. Naturaleza del virion 

 

Los virus poseen dos estados, uno extracelular y otro intracelular (Prescott et al., 2004). En el 

estado extracelular un virus es una partícula minúscula que contiene acido nucleico rodeado por 

proteína y que dependiendo del virus específico, contiene otros componentes macromoleculares. 

En este estado extracelular, la partícula vírica, también llamada virión, es metabólicamente inerte, 

y carece de funciones respiratorias y biosintéticas (Madigan et al., 2003). El virión es la estructura 

mediante la cual el genoma del virus se transporta desde la célula en la que se ha producido a otra 

célula en la que el ácido nucleico vírico, puede ser introducido (Birge, 2006). Una vez dentro de la 

nueva célula se inicia el estado intracelular (Madigan et al., 2003). Durante este estado tiene lugar 

la replicación del virus: se producen nuevas copias del genoma vírico, y se sintetizan los 

componentes de la cubierta del virus (Prescott et al., 2004). Cuando un genoma vírico se introduce 

y se reproduce en una célula hospedadora, el proceso se denomina infección. La célula que puede 

ser infectada por un virus que, además,  se reproduce en ella, se denomina  hospedador o 

huésped (Madigan et al., 2003). 

 

Las partículas víricas (viriones) varían ampliamente en tamaño y forma (Rittmann and McCarty, 

2001). Los virus son más pequeños que las células, oscilando en tamaño desde 0.02 a 0.3 µm. El 

virus de la viruela, uno de los virus más grandes tiene un diámetro de unos 200 nm (algo más 

pequeño que la bacteria más pequeña), mientras que los poliovirus están entre los más pequeños, 

con sólo 28 nm de diámetro (aproximadamente el tamaño de un ribosoma) (Madigan et al., 2003). 
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El virión es una estructura constituida de varios tipos de proteínas, resultado de la expresión de los 

genes que se codifican en su genoma viral. La cápside del fago T4, uno de los más complejos 

estructuralmente, se conforma de varios tipos de proteínas resultado de los genes gp 23, 24, 20, 

22 (Birge, 2006) soc gp y hoc gp. Éstas tienen un cuello conector (genes 3, 15) con un collar 

(genes wac) que le conectan con la cola contráctil. La cola se compone de un tubo de 144 

moléculas proteicas codificadas por gen 19, el cual se recubre por una vaina de 144 glicoproteínas 

(gen 18), organizadas en 24 anillos. La formación de la plataforma basal y las espículas requiere 

de la expresión de los genes 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 25, 29, 48, 53, 54. Las largas fibras son 

compuestas por la expresión de los genes 34, 36, 37 (Birge, 2006). 

 

De acuerdo con los trabajos realizados por Caspar en 1962, se denominó virión a una partícula 

infectiva completa, ésta se compone de una nucleocápside, la cual contiene el ácido nucleico 

recubierto por una capa proteínica simétrica llamada cápside y los capsómeros que son aquellas 

estructuras superficiales de la cápside indispensables para la infección (Birge, 2006). 

 

La cápside de un bacteriófago se forma por la unión electrostática de uno o varios tipos de 

subunidades proteicas idénticas organizadas de manera simétrica en forma icosahedral como los 

fagos T4, T7 y λ, o en forma helical filamentosa como los fagos M13, fd, fd1 (Cann, 2005). Según 

los estudios de Caspar y Klug en 1962, la estructura icosahedral permite la unión de múltiples 

unidades simétricas en una cubierta cerrada con la menor disposición de energía libre. Esto 

explica la abundancia de virus con esta morfología en la naturaleza (Calendar, 2006). 

 

La estructura viral de los bacteriófagos más complejos como T4, λ, T7, T3, Mu, P2, P4 y ø29 

incluyen un túnel inyector o cola la cual puede ser corta (ø29), larga contráctil (T4) o larga no 

contráctil (λ), una plataforma basal, espículas (ø29) y fibras. Elementos esenciales para el 

reconocimiento y la absorción del fago hacia la célula huésped. Además, en el interior del fago se 

encuentran las proteínas andamio que se encargan del ensamblaje correcto del ADN en las 

cápsides junto con proteínas de expulsión que actúan en el momento de la infección de un nuevo 

huésped (Calendar, 2006). 

 

1.4.3. Genomas 

 

A diferencia de las células, los virus contienen o bien ADN o ARN como material genético y en 

ambos casos puede ser de cadena sencilla o de doble cadena (Calendar, 2006), encapsulado por 

una cubierta proteica que exhibe los elementos estructurales necesarios para una infección 
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específica. Se dividen en dos tipos según contengan ADN o ARN. Sin embargo existe un tercer 

tipo que usa ambos, ADN y ARN, pero en distintos estadios de su ciclo replicativo. Este último 

grupo incluye a los retrovirus, que contiene un genoma de ARN en el virión, pero se replica a 

través de un intermediario de ADN (Cann, 2005). La conformación y organización proteica de sus 

cápsides, les confiere la habilidad de permanecer viables por largos períodos de tiempo en el 

ambiente a la exposición de ADN-asas, variaciones de pH y temperatura(Calendar, 2006). 

 

En los virus, sus genomas son más pequeños en comparación con los genomas bacterianos y 

tienen una capacidad limitada de contener información. Sin embargo, se han desarrollado 

estrategias para obtener una máxima capacidad para el almacenamiento de la información 

genética (Cann, 2005). Esto consiste en traslapar genes, es decir, que el segmento de ácido 

nucleico en el cual se encuentra codificado el gen a, también se encuentra únicamente el inicio del 

gen b. Una segunda estrategia consiste en la superposición de genes, el segmento que contiene al 

gen c también posee el gen d siendo el producto de c más grande que d. La multiplicidad de 

marcos de lectura característica de los genomas virales implica la necesidad de una compleja 

regulación y coordinación de la expresión de estos genes (Birge, 2006). 

 

1.4.4. Clasificación 

 

Las primeras clasificaciones de bacteriófagos fueron realizadas por Bradley en  1967, quien las 

agrupó de acuerdo con las características morfológicas más contrastantes de los fagos en cinco 

grupos. Los fagos con cola contráctil conformaban el grupo I. Los fagos que poseían una cola larga 

pero no contráctil fueron el grupo II. Los fagos con cola corta, el grupo III. Los grupos IV y V, que 

luego fueron un solo grupo, consistían de bacteriófagos con cola que exponían su capsómero tanto 

largo y corto. Por último, el grupo VI o de los fagos filamentosos (Tikhonenko, 1970). 

 

El desarrollo tecnológico en el campo de la Microscopía Electrónica de Transmisión y 

Cristalografía de Rayos X, ha permitido dilucidar hasta las más finas características morfológicas 

de los virus, las que a su vez, con el tipo de ácido nucleico y con el rango de infección son 

esenciales para su clasificación (Calendar, 2006). 

 

El tipo de ácido nucleico que poseen los virus es importante para su clasificación, debido a la 

presencia de genomas virales de ARN en hebra sencilla, hebra doble, virus de ADN, hebra doble o 

sencilla, lineal, circular o segmentada (Cann, 2005). El tipo de ácido nucleico es determinante en la 

replicación durante la infección del huésped. Un tipo de clasificación se ha desarrollado 
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dependiendo del comportamiento del ácido nucleico en el momento de la infección. Basados en 

que todo un ARN mensajero (mARN) es designado como un ARN(+) y la secuencia que es 

complementaria (ADN o ARN) a este mensajero se denomina negativa (-) (Alberts, 1996). Con 

este criterio se han creado seis clases de virus. La clase I, se caracteriza por los virus que tienen 

ADN de cadena doble. En la clase II, los virus tienen ADN de cadena sencilla, cuya secuencia es 

igual a su ARN mensajero. En la infección, el virus se convierte en hebra doble en una forma 

replicativa (RF). Los virus agrupados en la Clase III son aquellos cuyo genoma es ARN de cadena 

doble. Los virus con ARN (+) de cadena sencilla, es decir que su genoma constituye un mARN son 

la Clase IV y los de ARN (-) son la Clase V. Los virus de ARN que envuelven una transcripción 

reversiva como primer paso, están agrupados en la Clase VI (Cann, 2005). 

 

El Comité Internacional de Nomenclatura de Virus (ICTV por sus siglas en inglés), es una 

organización que fue creada en el 1966 y dedicada a la clasificación los virus. Actualmente para 

los virus se reconoce una jerarquía de especie, genero, familia y orden (Cann, 2005). 

 

Los fagos están clasificados en 13 familias basados en su forma, tamaño, tipo de ácido nucleico, y 

presencia/ausencia de envoltura o lípidos en su estructura. Muchos de ellos pertenecen a el orden 

Caudovirales (5360 de 5568 reportados a la fecha) con una cabeza icosahedrica y una cola y un 

ADN de doble cadena (Ackermann, 2007). De acuerdo a las características  morfológicas de la 

cola, están clasificados en tres familias, caracterizadas por ser fagos sin membrana lipídica, 

compuestos de una cabeza con simetría icosahedral: Myoviridae (cola contráctil), Siphoviridae 

(cola larga no contráctil), y Podoviridae (cola extremadamente corta). El resto de los fagos son 

cúbicos, filamentosos, o fagos pleomorficos  con ADN de doble cadena (dsDNA por sus siglas en 

inglés), ADN de una sola cadena (ssDNA por sus siglas en inglés), ARN de doble cadena, o ARN 

de cadena simple (García et al., 2010). Algunas estructuras como cuello, collar, cubierta de la cola, 

plataforma basal, espículas y fibras o apéndices pueden ser características de este orden. El 

genoma de los caudovirales es una molécula de doble hebra de ADN no segmentado (Ackermann, 

2007). 

 

En el caso de la morfología de los actinofagos (fagos que infectan actinomicetos)  tienen 

características tales como cabezas en forma icosaédrica, y largas colas no contráctiles que los 

colocan en la familia viral Siphoviridae (Thomas et al., 2002). 
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1.4.5. Ciclo de replicación 

 

La infección es el proceso en el cual el fago reconoce y se adhiere a la célula huésped e inyecta su 

ácido nucleico atravesando la membrana celular hasta llegar al citoplasma. El genoma viral en el 

interior de la bacteria puede permanecer en estado atemperado como profago, insertándose en el 

cromosoma bacteriano o replicándose para formar múltiples partículas virales que conlleva a la 

lisis celular. 

 

Los bacteriófagos con cola, por ejemplo, son maquinarias macromoleculares complejas que 

entregan su genoma dentro del citoplasma huésped mientras que su cápside y la cola permanecen 

unidos a la superficie de la célula. La expulsión del ADN de la cápside es disparada por la 

interacción específica de la proteína de la cola del fago con un receptor bacteriano (Leforestier et 

al., 2008). 

 

Dependiendo de su estilo de vida, los fagos están divididos en virulentos y temperados. Los fagos 

virulentos estrictamente siguen el ciclo lítico por el que ellos se multiplican dentro de la célula 

bacteriana para finalmente lisarla y liberar la progenie. Por el contrario los fagos pueden entrar a 

un ciclo lisógenico debida a la inserción de ADN dentro del cromosoma bacteriano (profago) donde 

éste se replica como parte del genoma del huésped hasta que pueda ser inducido al ciclo lítico 

(Pitt and Gaston, 1995).  

 

 

En el medio ambiente, la infección que es siempre un evento al azar, está altamente influenciada 

por la densidad bacteriana. Esto quiere decir que a mayor densidad de huésped, mayor 

oportunidad de infección (Fuhrman and Schwalbach, 2003). El reconocimiento y la interacción 

altamente específica entre la célula huésped y el fago hacen parte del proceso inicial de la 

infección conocido como adsorción. Parcialmente mediados por las proteínas asociadas a la cola 

que distintivamente reconocen receptores específicos en la bacteria (Madigan et al., 2003). El fago 

se adhiere a los receptores específicos en la membrana bacteriana que puede contener 

lipopolisacáridos, receptores de glucosa, galactosa o antígenos O (Lomovskaya et al., 1980, 

Calendar, 2006, Woods et al., 2002). Este evento es afectado por factores como el ambiente iónico 

y la temperatura (Adams, 1959). La unión se debe probablemente a interacciones electrostáticas 

influida por el pH y por la presencia  de cationes divalentes  tales como Ca+2 y Mg+2 (Lomovskaya 



 

16 

et al., 1980, Prescott et al., 2004). De la misma manera, las bajas temperaturas hacen inestable el 

proceso de la adsorción fago-huésped (Puck et al., 1951). 

 

Sobre una adsorción irreversible, el fago inyecta el ácido nucleico. El ADN viral es introducido a la 

célula atravesando la membrana exterior, el espacio periplásmico (Gram negativas) y una 

membrana interior (Dreiseikelmann, 1994). Se espera que la complejidad de la membrana en las 

células gram negativas provee una mayor variedad de receptores para los fagos, permitiendo así 

la evolución de los virus para adaptarse a los diferentes tipos de infección (Hemphill and Whiteley, 

1975). 

 

Una vez que la placa basal está firmemente asentada en la superficie celular, se producen 

cambios conformacionales en la placa basal y en la vaina. La vaina se reorganiza de tal forma que 

se contrae pasando de una conformación de cilindro de 24 anillos a otra de 12 anillos de longitud 

(fago T4)  haciéndose más corta y más ancha y es entonces cuando el tubo central es empujado a 

través de la pared celular bacteriana. Finalmente el ADN de la cabeza es extruído, pasa a través 

del tubo del tallo y penetra en la célula huésped. Parece ser que el tubo interacciona con la 

membrana plasmática para formar un poro a través de la cual pasa el ADN (Prescott et al., 2004). 

 

Una vez que el ADN viral se encuentra en el interior de la bacteria, puede mantenerse como 

profago cromosomal o extracromosomal en estado latente por varias generaciones (Susskind and 

Botstein, 1978). Sin embargo, en el ciclo lítico, poco después de la inyección, se detiene la síntesis 

de ADN, del ARN y de las proteínas del huésped. Las proteínas recién sintetizadas secuestran 

toda la maquinaria de la célula y la forzan a producir exclusivamente las proteínas estructurales del 

fago (García et al., 2010). La RNA polimerasa comienza a sintetizar mRNA  tempranos (mRNA 

trasncritos antes de que se sintetice el ADN del fago) que dirigen la síntesis de los factores 

proteícos  y las enzimas necesarios para tomar el control  de la célula huésped y fabricar los 

ácidos nucleicos  virales. Algunas enzimas  tempranas específicas del virus degradan  el ADN de 

la célula huésped, deteniendo simultáneamente de esta forma la expresión génica y 

proporcionando la materia prima (nucléotidos) para la síntesis del ADN viral (Prescott et al., 2004).  

 

En el caso del fago T4, tras la replicación del ADN viral , El mRNA tardío dirige la síntesis de tres 

tipos de proteínas: i) proteínas estructurales del fago, ii)proteínas que ayudan al ensamblaje del 

fago sin convertirse en parte de la estructura del virión y iii) proteínas que participan en la lisis 

celular y la liberación de fagos. Todas las proteínas necesarias para el ensamblaje de los fagos se 

sintetizan de forma simultánea y se utilizan en 4 líneas de subensamblaje relativamente 
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independientes. La placa basal se compone de 15 productos génicos. Cuando se ha finalizado la 

placa basal, se construye sobre ella el tubo del tallo y se ensambla alrededor del tallo. La 

procápside del fago se construye de forma independiente a partir de más de 10 proteínas, y a 

continuación se se combina espontáneamente con el conjunto ensamblado del tallo. La procápside 

se ensambla con ayuda de las denominadas proteínas de andamio, que se degradan  o eliminan 

una vez que ha concluido la construcción. En la base de la procápside, en su punto de unión con la 

cola, se localiza una proteína portal especial. Esta proteína forma parte de la estructura que ayuda 

a iniciar el ensamblaje de la cabeza y contribuye al movimiento del ADN hacia afuera y hacia 

adentro de la cabeza(Bazinet and King, 1985, Dreiseikelmann, 1994). 

 

 

En cuanto a los mecanismos de empaque estos varían también en cada caso, la cantidad de ADN 

empacado en el fago λ está determinado por sus sitios terminales o secuencias cos (Sambrook 

and Russell, 2001). El fago T4 utiliza el método de cabeza llena, que quiere decir que el cápsido se 

llenará de la suficiente cantidad de material genético que le permita mantener la integridad de su 

cápsido y finalmente de la liberación de nuevas partículas virales que constituyen el fin de una 

infección lítica, donde la célula huésped puede ser lisada por el incremento de partículas virales en 

su interior, aunque en los fagos filamentosos, la liberación de tales partículas no establece una lisis 

(Calendar, 2006). Muchos fagos lisan sus células huésped al final de la fase intracelular. En este 

proceso se dirige la síntesis de una endolisina que ataca el peptidoglicano de la pared celular 

(Prescott et al., 2004). 

 

 

Este estudio concierne la explotación de bacteriófagos como agentes naturales, no tóxicos y  

factibles para el biocontrol de bacterias degradadoras de ácido tereftálico. 

 

. 
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2. HIPÓTESIS 

 

Es posible realizar el control biológico de bacterias de los géneros Arthrobacter y Breuvundimonas 

mediante el uso de bacteriófagos aislados del ambiente. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La  generación excesiva de lodos con alto contenido de biomasa al degradar un compuesto, ha 

llevado a la búsqueda de nuevos mecanismos para el reaprovechamiento, disposición o 

eliminación de estos lodos. La alta especificidad de los fagos podría ser utilizada para generar 

lisados que pueden ser aprovechados como sustrato para la producción de otros compuestos o el 

crecimiento de microorganismos.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. General 

Aislar bacteriófagos que sean capaces de infectar a Arthrobacter sp. y/o Brevundimonas sp. y que 

puedan ser utilizados para el control biológico de estos microorganismos. 

 

4.2. Particulares 

 

Aislar e identificar genéticamente un bacteriófago a partir de diversas fuentes  que sea capaz de 

infectar a Arthrobacter sp. y/o Brevundimonas sp. 

 

Caracterizar por microscopia electrónica el bacteriofago aislado 

 

Determinar la capacidad de los fagos aislados en el control biológico de los lodos generados,  

Arthrobacter sp., al degradar ácido tereftálico 

 

Determinar la capacidad de los fagos aislados en el control biológico de los lodos generados, 

Brevundimonas  sp., al degradar ácido tereftálico 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Medios de cultivo 

 

Se utilizaron diferentes medios de cultivo para el crecimiento bacteriano, a continuación se detalla 

su composición: 

 

Medio PYCa(peptona,  extracto de levadura, , nitrato de calcio; (Williams et al., 1980).. Se  utilizó  

peptona 0.5% (p/v), extracto de levadura 0.3% (p/v) y  Nitrato de calcio 0.25% (p/v).  

 

Agar PYCa.. Su composición es la del medio PYCa suplementado con 15 g/l de agar. 

 

Agar PYCa suave. Su composición es la del medio PYCa suplementado con 5 g/l de agar. 

 

Medio con ácido tereftálico. Para realizar 1 L de medio  se deben agregar  a 5 g de ácido 

tereftálico(C8H6O4) 2.41 g de NaOH (para disolver el ácido), 0.814 g de NH4NO3, 0.150 g  de 

KH2PO4, 0.075  de MgSO4·7H2O y 0.075 g de  NaCl.  

 

Agar Ácido tereftálico. Su composición es la del medio ácido tereftálico suplementado con 15 g/l 

de agar. 

  

LB (Luria-Bertani). Triptona (1% w/v), extracto de levadura (0.5% w/v), NaCl(1% w/v).. 

Posteriormente fue suplementado con ampicilina (1 µl de antibiótico/ ml de medio LB). 

 

Agar LB (Luria-Bertani). Su composición es la del medio LB suplementado con 15 g/l de agar. 

 

 

5.2. Buffers y Soluciones 

 

SMSu composición incluye  5 g de NaCl, 2 g de MgSO4·7H2O y 50 ml de Tris-Cl (pH 7.5) 1 M por  

Litro  de H2O destilada.  

 

Mezcla colorante  2.5x SDS-EDTA. Su composición incluye 0.4% (v/v) de SDS, EDTA [ 30 mM], 

azul de bromofenol al 0.25%  y 20% (p/v) de sacarosa. 
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Solución de lisis alcalina I. Su composición incluye glucosa [50 mM], Tris-Cl (pH 8) [25 mM] y 

EDTA (pH 8) [10 mM]. 

 

Solución de lisis alcalina II. Su composición incluye NaOH  0.2 N  (recién diluido a partir de  una 

solución 10 N) y 1% (p/v) de SDS. 

 

Solución de lisis alcalina III. Su composición incluye 60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de 

Acido acético glacial y 28.5 ml de H2O destilada. 

 

Buffer de dilución de DNasa I. Su composición incluye Tris-Cl (pH 7.5) [10 mM], NaCl [150 mM], 

MgCl2  [1 mM]. 

 

Tris 1M (Por litro). Su composición  es de 121.1 g de Tris base en 1000 ml de agua.  

 

 

TBE 5X y 0.5X (Sambrook et al., 2001). El TBE es usualmente almacenado en una concentración 

de 5X. para realizar el buffer a esta concentración se requiere de 54g de tris base, 27.5 de acido 

bórico,  20 mL de 0.5 M EDTA (pH 8.0). La solución concentrada tiene un pH de aproximadamente 

8.3. Se debe diluir el buffer solo antes de usarlo. 

 

 

5.2.1. Reactivos 

 

Ácido fosfotungstico  al 2%. Su composición es de 2 mg en  1 ml de agua destilada.  

 

5.3. Bacterias 

 

Las cepas utilizadas en este estudio pertenecen al género Arthrobacter  y Brevundimonas 

identificadas previamente por nuestro grupo de trabajo (Neri, 2010). 
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5.4. Mantenimiento de los microorganismos 

 

Las diferentes cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se mantuvieron viables a través de dos 

métodos. Por una parte se fueron resembrando en sus correspondientes medios sólidos cada 2 

semanas y guardándose a 4 ºC. Por otra parte, también se mantuvieron a través de la congelación 

a – 70 ºC. Para ello cultivos líquidos de 18 h fueron centrifugados (4.000 x g, 10 minutos) y las 

células resuspendidas en glicerol 10 % hasta 1/5 del volumen de cultivo inicial. Esta suspensión se 

guardaba a – 70 ºC. Los bacteriófagos se mantenían a 4 ºC en forma de stock en medio SM. 

Además se añadían unas gotas de cloroformo para evitar la contaminación bacteriana. 

 

5.5. Colección de muestras 

 

Los lugares de muestreo fueron cuerpos de aguas negras y suelo, los cuales se resumen  en la  

tabla 3. La muestras de agua y de suelo se tomaron bajo condiciones asépticas y fueron 

colectadas usando tubos Falcón de 50 ml. 

 

Tabla 3. Fuentes de muestreo para el aislamiento de bacteriófagos 

Fuente Lugar # de 

muestras 

Jardín Áreas verdes en UPIBI, D.F 4 

Jardín Casa habitación Edo. De Méx. 4 

Campo de soccer Ecatepec de Morelos Edo. De Méx. 1 

Río de los remedios D.F. 4 

Efluente de aguas negras Ecatepec de Morelos Edo. De Méx. 4 

Bosque de coníferas Oaxaca 5 

Laguna Zumpango Edo. De Méx. 5 

 

 

5.6. Tapices bacterianos 

 

Se inocularon 20 ml de medio PYCa líquido con una colonia de la cepa bacteriana, se incubó en 

agitación continua (200 rpm) por toda la noche a 30 °C. Posteriormente, en un tubo de ensayo 

estéril se adicionaron 500 μl del cultivo bacteriano, y 3 ml de medio PYCa suave (previamente 

derretido). Se mezcló perfectamente en vortex, se vertió sobre una caja Petri preparada con medio 
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PYCa sólido para formar un ligero tapiz bacteriano. Se dejó solidificar a temperatura ambiente y se 

incubo a 30 °C durante 16 h. 

 

5.7. Aislamiento y purificación  de bacteriófagos 

 

En frascos de 250 ml que contenían 20 ml de caldo, peptona-extracto de levadura -calcio (PYCa)  

se inocularon con 1 ml de la suspensión de las bacterias huésped Arthrobacter sp. o 

Brevundimonas sp. y 2 g de la muestra de suelo a granel (EL-Tarabily et al., 1995). Estas fueron 

incubadas en un agitador  (Orbital  INO 650V-7) a 200 rpm durante 24 h a 30 °C. Tras la 

incubación, las suspensiones de cada frasco se centrifugaron durante 20 minutos a 5000 x g 

(Kameyama, comunicación personal) y el sobrenadante se filtró a través de membranas estériles  

con un tamaño de poro de 0.22μm (Millipore Corp.) y se recolectaron en tubos estériles. Filtrados 

de 0,2 ml fueron goteados en cajas Petri con agar PYCa (Sambrook et al., 2001), en las que 

previamente 0,5 ml de suspensión de los huéspedes  (overnight) ya se habían esparcido en cajas 

Petri con medio PYCa, las cuales se secaron durante 30 minutos en una campana de flujo laminar 

(CFLV 101, SEV MR) (Thomas et al., 2002). Las cajas Petri fueron incubadas (VWR 1545) a 30 º 

C durante 24 h y se examinaron para placas de lisis. Placas de lisis individuales fueron retiradas 

de las placas de agar y se resuspendieron en 1 ml de caldo de PYCa durante 24 horas. Una 

muestra de este caldo se filtró y se gotearon en cajas Petri con medio PYCa previamente 

inoculadas con los posibles huéspedes. Placas de lisis individuales que se desarrollaron en estas 

cajas se retiraron,  se resuspendieron, se filtraron y estas suspensiones de fagos purificados 

fueron almacenadas a 4 ° C(Williams et al., 1980). 

 

5.8. Titulación del bacteriófago 

 

La concentración de partículas virales infecciosas en el stock se midió por ensayo en placa como 

se describe a continuación (Sambrook and Russell, 2001):  

 

Se inoculó en  medio PYCa, una sola colonia bacteriana apropiada de Arthrobacter sp. o 

Brevundimonas sp. y se dejó crecer toda la noche a 30° C con agitación a 200 rpm. Se fundió agar 

por calentamiento en un horno de microondas (LG MS-11465QP) por un corto periodo de tiempo.  

Las alícuotas de agar fundido o agarosa se almacenaron (3 mL para placas de 100 mm) sobre un 

bloque calefactor o un baño de agua a 47° C para mantener la solución fundida. 
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Se prepararon  diluciones en series de 10 del stock de bacteriófagos y se mezcló  suavemente 

cada dilución en vortex (Genle® -560) tapando el lado superior del tubo. Se repartieron 0.1 mL de 

un cultivo overnight del paso 1 dentro de una serie de tubos estériles (13 o 17 x 100 mm). Se 

adicionó 0.1 mL de cada dilución del stock de bacteriófago a un tubo de bacteria y se mezclaron 

las bacterias y los bacteriófagos por agitación suave en vortex. Se incubó la mezcla por 20 min a 

30° C para permitir que las partículas del bacteriófago fuesen adsorbidas a la bacteria. Se 

removieron los tubos de la incubadora y se dejaron reposar a temperatura ambiente para permitir 

su enfriamiento. Se adicionó una alícuota del agar fundido al primer tubo. Se mezcló suavemente 

el contenido del tubo en vortex por 5 segundos y, sin demora, se vació  el contenido total del tubo 

sobre  el centro de una placa con agar (Tratando de evitar crear burbujas de aire). Se movió la 

placa suavemente para asegurar una distribución uniforme de la bacteria y el fago sobre la 

superficie del agar. Se repitió el procedimiento hasta que el contenido de todos los tubos fueron 

transferidos a placas separadas y etiquetados. Se colocó nuevamente las tapas de las placas y se 

permitó que la superficie de la placa con agar se solidificara por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Se Invirtieron las placas cerradas y se incubaron a 30° C toda la noche. El título final del stock se 

determinó aplicando la siguiente fórmula matemática (Douglas and Guinea, 1978):  

 

 
 

5.9. Microscopía electrónica 

 

Método de la gota (Bozzola and Russell, 1999) 

 

Una gota del stock del fago en medio SM, fue puesta sobre una rejilla de cobre de 400 mesh con 

Formvar/ carbón y se dejó absorber durante 5 minutos. El exceso del líquido fue retirado utilizando 

un trozo de papel filtro, y se colocó una gota de ácido fosfotúngstico al 2 % [ajustado a pH 7.0 con 

KOH 1 N] durante 5 minutos; el exceso de tinte fue extraído con papel filtro. La rejilla se dejó secar 

a temperatura ambiente durante 24 h y posteriormente se observó al microscopio electrónico de 

transmisión (JEM-1010; JEOL) a una tensión de aceleración de 60 kV. Las fotografías fueron 

tomadas a aumentos reales  de   300, 400 y 500 k. 
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5.10. Identificación genética del bacteriófago aislado 

 

Se llevaron a cabo diversos ensayos para determinar secuencias del bacteriófago y poder obtener 

información a cerca del mismo. Estas técnicas son descritas a continuación. 

 

5.10.1. Ensayo del contenido del ADN del bacteriófago 

 

Se realizó una solución de trabajo de DNasa pancreática I (1 µg/ml) como se menciona a 

continuación. Se diluyó 1 µl de la solución de stock de DNasa I  con 1 ml del buffer de dilución 

DNasa I puesto en hielo previamente. Se mezcló la solución invirtiendo el tubo cerrado 

suavemente varias veces, teniendo cuidado de no formar burbujas ni espuma. La solución se 

almacenó en hielo hasta su uso. Se transfirieron 10 µl del stock del bacteriófago a un tubo para 

microcentrifuga. Se agregó 1 µl de la solución de trabajo de DNasa pancreática y la mezcla se 

incubó por 30 minutos a 37 °C. Se agregaron 4 µl de una mezcla de colorante 2.5X SDS-EDTA y 

se incubó el tubo cerrado por 5 minutos a 65 °C. La muestra se cargo en un gel con 0.7% de  

agarosa (Sambrook and Russell, 2001). 

 

 

5.10.2. Extracción y purificación  del ADN del bacteriófago 

 

Se transfirieron 200 µl del stock del  bacteriófago a un tubo para microcentrifuga (HERMLE Z233 

MK-2). Se agregaron 20 µl de la solución de trabajo de DNasa pancreática y la mezcla se incubó 

por 45 minutos a 37 °C. Se agregaron 80 µl de una mezcla de colorante 2.5X SDS-EDTA y se 

incubó el tubo cerrado por 5 minutos a 65 °C. La muestra se sometió a electroforesis en gel de 

agarosa al 0.7%. Se visualizó y se fotografió la banda de ADN utilizando un fotodocumentador con 

lámpara de UV (GEL LOGIC 440) de longitud de onda larga. Para reducir el deterioro del ADN se 

irradió el menor tiempo posible. Se pesó un tubo de microcentrifuga para el fragmento de ADN y se 

registró. Se cortó del gel de agarosa, el fragmento de interés, en un volumen mínimo,  usando un 

bisturí limpio. Se transfirió la porción del gel cortada a un tubo y se determino el peso de este por 

diferencia. Se agregó –solución de enlace a membrana- en una proporción de 10 µl de solución 

por cada 10 mg de gel de agarosa. Se mezcló usando vortex y se incubó durante 10 minutos a 

60°C. Se centrifugó el tubo brevemente a temperatura ambiente para asegurar que el contenido se 

quedase en el fondo del tubo. Se colocó una minicolumna SV en un tubo de colección  y se 

transfirió la mezcla gel- solución de enlace a membrana a la minicolumna y se incubó por 1 minuto 



 

27 

a temperatura ambiente. Se centrifugó a 16,000 x g (14 000 rpm) por 1 minuto. Se removió  la 

minicolumna SV y se desechó el líquido del tubo de colección. Se regresó la minicolumna SV al 

tubo de colección y se lavó agregando, 700 µl de –solución de lavado de membrana-, a la 

minicolumna SV. Se centrifugó a 16,000 x g (14 000 rpm) por 1 minuto. Se vació el tubo de 

colección y se colocó la minicolumna SV. El lavado se repitió con 500 µl de solución de lavado de 

membrana y se centrifugó durante 5 minutos a 16,000 x g. Se removió la minicolumna y se vació el 

tubo de colección para re centrifugar durante un minuto a 16,000 x g. Se transfirió la minicolumna 

SV a un tubo limpio de microcentrifuga. Se aplicaron 50 µl de agua libre de nucleasas  

directamente al centro de la columna, se incubó a temperatura ambiente durante un minuto y se 

centrifugó a 16,000 x g (14 000 rpm). Se desechó la minicolumna  y el tubo de microcentrifuga 

conteniendo el ADN eluido se almacenó a -20 °C. 

 

5.10.3. Digestión del ADN del fago y el plásmido con enzimas de restricción. 

 
Las enzimas de restricción empleadas fueron con EcoRI y BamHI, cuyas concentraciones se 

usaron bajo las condiciones de reacción sugeridas por el fabricante (Fermentas).Los volúmenes de 

reacción variaron de los 50 a los 100 μL pero siempre manteniendo la relación de concentraciones 

sugerida por los fabricantes. La cantidad de enzima empleada varió dependiendo del volumen de 

reacción, pero en su mayoría fue de 0.5 a 2 μl de enzima. 

 

5.10.4. Desfosforilación del plásmido 

 
La reacción de desfosforilación se llevó a cabo utilizando la enzima fosfatasa alcalina SAP (Shrimp 

alkaline phosphatase). La cantidad de enzima empleada fue de 1 U y los volúmenes para la 

reacción de 10 µl. Las condiciones para las reacciones fueron 30 minutos a 37°C y 15 minutos a 

65°C para desactivar a la enzima. 

 

 

5.10.5. Ligación de fragmentos de ADN 

 

La reacciones de ligación se realizaron con la enzima T4 DNA Ligasa de Fermentas. Los 

volúmenes de trabajo fueron de 25 μL y se siguieron las condiciones de reacción sugeridas por el 

fabricante. Los tubos de reacción fueron incubados de 16 a 18 h a 4°C. 
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5.10.6. Preparación de las Células Calcio-Competentes 

 

De una caja Petri con colonias aisladas de la cepa E. coli (DH5), se picó una sola colonia  y se 

sembró en 5 ml de medio LB y se incubó toda la noche a 200 rpm a 37 °C. Se transfirió 1 ml del 

inóculo a 50 ml de medio LB, el cuál fue agitado a 200 rpm a 37 °C durante 5 h. Se transfirió el 

matraz a un recipiente con hielo  y se dejó incubar durante 15 min. Se transfirió el cultivo a un tubo 

Falcon de 50 ml y se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min a 4°C Se decantó  el sobrenadante y 

las células se  resuspendieron en 20 ml de una solución fría y estéril de CaCl2  [0.1 M] mediante 

pipeteo suave. Se dejó en hielo 15 min y se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se 

decantó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 10 ml de una solución fría y estéril de 

CaCl2  [0.1 M] mediante pipeteo suave. Se dejó en hielo 15 min y se centrifugó a 4000 rpm durante 

10 min a 4 °C. Se decantó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 7.5 ml de una 

solución fría y estéril de CaCl2  [0.1 M] mediante pipeteo suave. Se dejó en hielo 15 min y se 

centrifugó a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se decantó el sobrenadante y el pellet se 

resuspendió en 2 ml de una solución fría de  CaCl2 [0.1 M]/glicerol al 15% Se congelaron alícuotas 

en tubos de microcentrifuga estériles a -70 °C. 

 

5.10.7. Transformación de E. coli DH5α 

 

Alícuotas de 100 μL de células mantenidas en congelación se mezclaron con 4μL de DNA 

plasmídico y se incubaron en hielo por 5 min. Transcurrido este tiempo se inocularon por extensión 

con varilla en cajas Petri preincubadas a 37°C con ampicilina. Posteriormente se adicionaron 50 µl 

de  IPTG 0.1 M y 70 µl de  X-gal (20 mg/ml). Las cajas Petri se incubaron a 37°C hasta que el 

crecimiento de colonias fue el idóneo para su uso. 

 
 

5.10.8. Extracción del plásmido (Lisis Alcalina) 

 

5.10.8.1. Preparación de las células 

 

Se inocularon 2 ml de medio LB con ampicilina, con una colonia de bacteria transformada, y se 

incubaron toda la noche a 37°C y 200 rpm. Se transfirieron 1.5 ml del cultivo a un tubo para 

microcentrifuga. Se centrifugó a 14000  rpm durante 30 s a 4 °C. La porción no utilizada del cultivo 

se almacenó a 4°C. Cuando la centrifugación se completó, se removió el medio por aspiración  
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suave dejando el pellet tan seco como fue posible. Se utilizó una bomba de vacío  y una punta 

para micropipeta. 

 

5.10.8.2. Lisis de las células  

 

Se resuspendió el pellet bacterial en 100 µl de la solución de lisis alcalina I helada, utilizando 

vortex. Se agregaron 200 µl de la  solución de lisis alcalina II recién preparada a cada suspensión 

bacterial. Se cerró el tubo herméticamente y se invirtió cinco veces rápidamente para mezclar el 

contenido. Se almacenó en hielo. Se agregaron 200 µl de la  solución de lisis alcalina III helada. Se 

cerró el tubo y se dispersó la solución de lisis alcalina III a través del lisado bacterial viscoso 

invirtiendo el tubo varias veces. Se almacenó el tubo en hielo durante 5 minutos. Se centrifugó el 

lisado bacterial a 14 000 rpm durante 5 minutos a 4°C en microcentrifuga. Se transfirió el 

sobrenadante a un tubo limpio. 

 

5.10.8.3. Recuperación del ADN plasmidico 

 

Se precipitaron los ácidos nucleicos del sobrenadante utilizando dos volúmenes de etanol a 

temperatura ambiente. Se mezcló la solución utilizando el vortex y se dejó reposar a temperatura 

ambiente durante 2 minutos. Se colectaron los ácidos nucleicos precipitados por centrifugación a 

14 000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se removió el sobrenadante por aspiración suave. Se 

mantuvo el tubo en posición invertida durante 10 minutos, sobre papel toalla, para drenar todo el 

fluido. Las gotas en las paredes del tubo se removieron, utilizando una punta de micropipeta 

desechable. Se agregó 1 ml de etanol al 70% al pellet. Con el tubo ya cerrado se invirtió varias 

veces. El ADN se recuperó por centrifugación a 14 000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Se removió 

el sobrenadante por aspiración suave, al igual que las gotas de etanol en las paredes del tubo. Se 

dejó el tubo con la tapa abierta a temperatura ambiente durante 15 minutos para permitir la 

evaporación de todo el etanol. Los ácidos nucleicos se disolvieron en 50 µl de TE (pH 8.0), el cual 

contenía 20 µg/ml de RNasa libre de DNasa. La solución se mezcló unos pocos segundos 

utilizando vortex y se almacenó a -20°C. 

 

5.10.9. Secuenciación del inserto 

 

El plásmido con el insertó ya extraído y purificado se envió a la compañía MACROGEN en Seúl, 

Korea. Las secuencias se recibieron en formato digital (.ab1) los cuales se analizaron y editaron 
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con los programas VECTOR y MEGA5. Las secuencias fueron traducidas en sus seis marcos de 

lectura a proteína. Posteriormente fueron comparadas en “BLAST” (Basic Local Aligment Search 

Tool, por sus siglas en ingles, NCBI, disponible en red: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

5.11. Biocontrol 

 

Las pruebas para el control biológico se realizaron con las bacterias en un medio con  ácido 

tereftálico. Tres matraces con capacidad de 500 ml que contenían 95 ml de ácido tereftálico se 

inocularon con 5 ml con un cultivo de bacterias almacenadas en glicerol al 10%,y se incubaron a 

30°C con agitación (200 rpm). Se tomaron dos muestras cada día y se midió la absorbancia a 570 

nm. Después de 6 días de incubación, el cultivo de 100 ml se inoculó con 2 ml de la suspensión 

del bacteriófago y se tomaron dos muestras los siguientes dos días para medir absorbancia y 

observar el efecto del fago sobre la bacteria.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Aislamiento de los  Bacteriófagos 

 

6.1.1. Arthrobacter sp. 

 

Para poder realizar el aislamiento de los fagos que infectan Artrobacter sp. se tomaron muestras  

de diversas fuentes las cuales están listadas en la tabla 3 siguiendo la metodología descrita en en 

la sección 5.5. Los resultados obtenidos para cada muestra de suelo se observan en la tabla 4. 

Una muestra de suelo originaria del Estado de México en Ecatepec de Morelos produjo una  zona 

clara, conocidas como placas de lisis o calvas,  sobre Artrobacter sp. (Figura 2). 

 

La placa de lisis única sobre el césped de Arthrobacter sp.fue retirada del agar con ayuda de una 

pipeta Pasteur estéril para preparar un stock con un título alto sobre la misma cepa por la técnica 

de la doble capa („‟overlay‟‟) (Figura 2). 

 

Tabla 4. Aislamiento de bacteriófagos de diversas fuentes para la cepa Arthobacter sp. 

Muestra Resultado 

(calvas) 

Resultado (calvas generadas a partir de 

las primeras) 

Jardín (áreas verdes en UPIBI, D.F.) - NA 

Jardín (casa habitación) - NA 

Campo de soccer(Ecatepec de Morelos) + + 

Río de los remedios (D.F.) + - 

Efluente de aguas negras (Ecatepec de 

Morelos) 

+ - 

+ positivo; - negativo; NA No Aplica 

 

 

En el caso de la muestra del Río de los Remedios se lograron aislar placas, aunque en la mayoría 

de los casos una sola fue encontrada, sin embargo, esta placa al ser retirada y re suspendida en 

medio PYCa  para posteriormente  gotearlo en nuevos tapices de bacterias en fase exponencial, 
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no formó nuevas calvas. Estos resultados indican quelos fagos están probablemente presentes, 

sólo en un número limitado de concentración en este tipo de fuentes (Brown et al., 1978).  

 

El hecho de  que los fagos no se detectaran enalgunos extractos de suelo concentradospuede 

reflejar una gran capacidad de retención viraldelsuelo en comparacióncon la de agua de río y 

aguas residuales. El aparente bajo número de fagos reflejado en las pocas placas de lisis 

encontradas, puede estar correlacionado con la adsorción del fago a los materiales del suelo 

(Casida and Liu, 1974). El grado de Adsorción  de virus a suelos es generalmente  más del 90 % 

para todos los virus (Kimura et al., 2008). Además Chattopadhy y Puls (2000) sugieren que los 

virus se adsorben a arcillas coloidales  usando fuerzas de Van der Waals. Los fagos se adsorbían 

a partículas de caolinita y  fueron observados usando TEM (Kimura et al., 2008, Chattopadhyay 

and Puls, 2000). 

 

Una variedad de suelos, factores virales y ambientales  afectan la adsorción de virus a los suelos, 

tales como el tipo de suelo,  la capacidad de intercambio catiónico, materia orgánica disuelta y 

asociadada al suelo,  el pH, la fuerza iónica y el tipo de virus. Estos parámetros interactúan en la 

adsorción viral sobre suelos, debido a que los virus están, en general, cargados negativamente por 

encima de su punto isoeléctrico, mientras que los suelos tienen sitios cargados negativamente y 

positivamente, además de sitios hidrofobicos.  El pH influencia la carga de ambos,  del virus y del  

suelo, y la fuerza iónica y sus constituyentes determinan la fuerza de enlace entre ellos. En  

contraste, la materia orgánica (disuelta y asocoada al suelo), debilita el enlace  electrostático del  

virus al suelo. Los suelos, especialmente los que están ricos en materia orgánica, son en general 

adsorbentes débiles  comparados con arcillas minerales (Vettori et al., 1999, Zhuang and Jin, 

2003a, Zhuang and Jin, 2003b).  

 

Una vez tratados concloroformo, se observó que los fagos aislados infectaron normalmente, 

demostrando así que no son sensitivos a cloroformo. Estos resultados permiten sugerir que este 

fago no pertenecen a las familias plasmaviridae, corticoviridae y cystoviridae,las cuales poseen 

envoltura lipídica y son sensitivas a cloroformo (Cann, 2005, Mural and Friedman, 1974). 
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Figura 2. Placa de lisis  formada en un césped de 

Arthrobacter sp. 

 

 

Figura 3. Placas de lisis formadas en un césped 

de Arthrobacter sp. después de dos pases 

consecutivos 

 

 

6.1.2. Brevundimonassp. 

 

Los bacteriófagos que infectan Brevundimonas  sp. fueron buscados en algunas fuentes dónde se 

buscó también a los fagos para Arthobacter sp., y están listadas en la tabla 3. Además  se 

probaron dos fuentes nuevas, Bosque de coníferas (Oaxaca) y  Laguna de Zumpango en las 

cuales los resultados no fueron satisfactorios, probando ser también fuentes limitadas en  estos 

virus. 

 

La infección simultánea por diferentes virus bacterianos resulta en muchos casos en el crecimiento 

de uno de ellos únicamente, como por ejemplo está la coinfección de E. coli por T2 y T1 que 

resulta en la propagación únicamente del T2. Algunos virus muestran que la exclusión por 

superinfección está acompañada por la alteración de carbohidratos presentes en la membrana, lo 

cual evita la inyección del ADN de virus después de adsorbido (Wagner et al., 1983).El mecanismo 

de exclusión por superinfección se puede llevar a cabo por diferentes métodos, como lo es la 

modificación de la membrana celular (antigeno O), sin embargo, la intensidad con la cual puede 

alterarse ésta membrana depende del tipo de fago (Susskind and Botstein, 1978). 

 

Existen diversos factores que afectan la inactivación y sobrevivencia de los virus en el suelos, 

además de su inefectividad al huésped. Entre estos están: la temperatura, que probablemente 

afecte las actividades enzimáticas, tales como la proteinasa, bajo condiciones altas de 

temperatura,  lo cual resulte en una inactivación más rápida y descomposición de los virus. El pH: 

los virus se consideran materiales coloidales hidrofílicos y su adsorción depende grandemente de 
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las propiedades electrostáticas de la superficie del suelo a la que este factor grandemente 

contribuye. El tipo de suelo y su contenido de materia orgánica: se ha reportado que la 

sobrevivencia de los fagos se debe a la asociación con materiales coloidales y particulados, esto 

los protege contra la inactivación por luz UV ya que estos materiales sirven como un escudo para 

los virus. 

 

Una de las razones de la inmunidad de las células huésped a la infección del fago probablemente 

resulte de los cambios en las propiedades de la superficie de la célula huésped. Por ejemplo, 

Bacillus subtillus W23 mostró una falta de ácidos teicoicos cuando creció bajo limitaciones de 

condiciones limitantes de fosfato y no adsorbió al fago (Kimura et al., 2008). 

 

Aunque la infección parezca un evento sencillo, y se espera que la complejidad de la membrana 

en las células gram negativas provee una mayor variedad de receptores para los fagos (Hemphill 

and Whiteley, 1975), hay varios factores o barreras intracelulares como lo son las restricciones 

específicas del huésped, la membrana externa de carga negativa, un periplasma con nucleasas y 

una membrana citoplasmática de carácter hidrofóbico constituyen un sistema de defensa para la 

bacteria hacia las moléculas de ADN exógeno (Lomovskaya et al., 1980).  

 

6.2. Análisis de contenido de ADN 

 

Se realizó la  técnica descrita en la sección 5.9 en metodología para inferir si las calvas 

presentadas en los céspedes de la célula indicadora eran debidas a la presencia de un 

bacteriófago. En este análisis se utilizó DNasa Pancreática para degradar ADN bacteriano ya que 

llegan a existir restos de estos en los stocks o lisados de cultivos líquidos. El ADN viral se libera 

utilizando SDS y EDTA con calentamiento, ya que este proceso rompe la cubierta del fago. La 

muestra se cargó en un gel de agarosa el cual se muestra en la figura 4. Los carriles 2 y 4 

representan el ADN del bacteriófago ya que solo estas muestras fueron sometidas al 

procedimiento descrito en esta sección. 
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Tabla 5.  Aislamiento de bacteriófagos  de diversas fuentes para la cepa Brevundimonas sp. 

Muestra Resultado 

(calvas) 

Resultado (calvas 

generadas a partir 

de las primeras) 

Jardín (áreas verdes en UPIBI, D.F.) - NA 

Jardín (casa habitación) - NA 

Campo de soccer(Ecatepec de Morelos) - NA 

Río de los remedios (D.F.) + - 

Efluente de aguas negras (Ecatepec de 

Morelos) 

+ - 

Bosque de coníferas (Oaxaca) - NA 

Laguna de Zumpango - NA 

                    + positivo; - negativo; NA No Aplica 

 

 

 

Figura 4. Ensayo del contenido de ADN del bacteriófago que infecta la cepa Arthrobacter sp.En el 
Carril 1 y 3 no se rompe la capside, y en el carril 2 y 4  se rompe la capside liberando el material 

genetico del bacteriófago. El carril  5 representa el marcador de peso molécular. 

 

1 2 3 4 
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6.3. Microscopía electrónica 

 

A pesar de que el fago forma placas que fueron bastante uniformes en tamaño y apariencia (figura 

6), fagos de diferentes grupos líticos muestran considerable diversidad en la morfología de la 

placa, y estas diferencias en la morfología de la placa son de gran ayuda para distinguir a los 

bacteriófagos. Sin embargo, esto no es suficiente para poder asegurar que estas placas de lisis 

son causadas por un bacteriófago. Las observaciones con el microscopio electrónico revelaron una 

cabeza hexagonal de 60 nm de ancho y 63 nm de largo,  acoplado a una vaina (cola) de 110 nm 

de longitud y 9 nm de ancho. Este fago presenta una estructura entre la capside y la cola parecida 

a un cuello de 34 nm de ancho. Una peculiar estructura al final de la cola parece ser evidencia de 

una placa basal. No se observaron fibras al final de la cola o la placa basal (Figura 5).Este fago 

encontrado es similar en tamaño y morfología al asilado por Einck (Einck et al., 1973),  al  

estudiado por microscopía electrónica por Daems (Daems, 1963) y aquellos aislados por 

Trautwetter ((Trautwetter and Blanco, 1988). 

 

Todos los fagos que infectan las especies de Arthrobacter descritos hasta ahora pertenecen a la 

familia Siphoviridae (una característica de esta es la presencia de cola no contráctil) (Marrec et al., 

1994). Esta característica de contener una placa basal además de poseer una cola larga puede 

situar a este fago en la familia Siphoviridae (Ackermann, 2007). 

 

La concentración de los fagos en Unidades Formadoras de Placas por mililitro (UFP/ml) fue 

determinada mediante el conteo de placas. El resultado de un ensayo de placa realizado con la 

bacteria Arthrobacter sp.  se obtuvo de dos diluciones de los fagos, 10-7 y  10-8 (Tabla 6). El 

número de placas multiplicado por el inverso de la dilución y se dividió entre la cantidad de dilución 

añadida a la  caja Petri. 

 

Tabla 6 Concentración del fago 

Dilución UFP/ml 

10-7 6 x 109 

10-8 7.1 x 109 

 

El promedio de las dos diluciones nos arroja una concentración del stock de  6.55 x 109UFP/ml. 
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Figura 5. Micrografías electrónicas del bacteriófago que infecta la cepa Arthrobacter sp. 
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Figura 6. Placas de lisis producidas por el fago que infecta Arthrobacter sp. Dilución del Stock: 10 
-5
 

6.4. Identificación genética del bacteriófago aislado 

 

6.4.1. Extracción  y purificación del ADN del fago 

 

Para poder realizar la extracción del ADN del fago se tomaron alícuotas del stock, las cuales se 

trataron de acuerdo a lo descrito en la metodología en la sección 5.10.2, y en la figura 7 se 

observa el gel obtenido. La figura 8 muestra la purificación del ADN del fago. El material genético 

del bacteriófago se observa a un nivel de banda de 10 kb. Este resultado sirvió para obtener  ADN 

viral libre, para la posterior digestión con las enzimas de restricción. 

 

 

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 
0.7% de la  extracción.En carril  1: marcador de 
peso molécular; carril 2:  ADN del bacteriófago. 

 

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 
0.7% de la purificación del ADN viral. Carril 1, 
muestra con ADN; carril 2 marcador de peso 

molécular 

 

  1         2 
1                 2 

10 kb5 
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6.4.2. Digestión del ADN del fago y el plásmido con enzimas de restricción. 

 
Con el fin de obtener información genómica del lo bacteriófago se le realizó un análisis de 

restricción. El ADN del bacteriófago y el ADN plasmidico fueron cortados con las enzimas 

restricción EcoRI y BamHI descritos en la sección 5.10.3 para obtener los fragmentos  de diversos 

tamaños  los cuales se observan como un patrón de bandas en la figura 9. Este patrón podría 

sugerir en un inicio, si se suman los pesos de cada banda, un peso aproximado del tamaño del 

ADN del bacteriófago.  

 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la purificación de las digestiones con las enzimas de 
restricción EcoRI y BamHI. A) ADN del bacteriofago digerido con BamHI, B) ADN del bacteriofago digerido con 
EcoRI,C) ADN del bacteriofago digerido con BamHI y EcoRI, D)pBlueScript KS(-) II digerido con BamHI y EcoRI, 

E)pBlueScript KS(-) II digerido con EcoRI, F)pBlueScript KS(-) II digerido con BamHI, M) Marcador de peso 
molecular  

 

6.4.3. Transformación de E. coli DH5α 

 

Los insertos obtenidos de la digestión con las endonucleasas fueron ligados al vector como lo 

describe la sección 5.10.5. Posteriormente fueron introducidos a células quimio-competentes como 

lo describen la secciones 5.10.6 y 5.10.7. Se obtuvieron 12 clonas como resultado de la inserción 

de los distintos fragmentos genómicos del fago en el plásmido pBlueScript KS(-) II, las cuales 

fueron seleccionadas en base a que colonias que llevan plásmidos de tipo silvestre o no 

recombinantes,  contienen activa la -galactosidasa. Estas colonias son de color  azul pálido en el 

centro y de un color azul denso en la periferia y aquellas colonias que llevan plásmidos 

recombinantes no contienen activa la -galactosidasa. Estas colonias son de color blanco cremoso 

o como cascara de huevo azul, algunas veces con un punto azul pálido en el centro. La inserción 

A    B     C     D    E    F    M 

1.0 kb 

0.5 kb 

4.0kb 

1.5 kb 

3.0 kb 

2.0 kb 
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al plásmido de doble cadena sugiere que el genoma de este bacteriófago presente una doble 

hebra. 

 

6.4.4. Extracción del plásmido 

 

Para poder realizar la extracción del plásmido ya con el inserto, las colonias transformadas fueron 

transferidas a medio líquido conforme a lo descrito en la sección 5.10.8. Se purificaron y se 

corrieron en gel de agarosa. En la figura 10 se observa la fotografía del gel. El plasmido  

pBlueScript KS(-) II, tiene un un peso teórico de aproximadamente 2.9 kbp, en el carril P/E de la 

figura 10 la banda se encuentra casi a la misma altura que la  banda de 3 kb del marcador. El 

fragmento que se cortó corresponde solo al sitio EcoRI y corre a la misma velocidad ya que el 

plasmido esta linealizado. El carril P que corresponde al plásmido sin cortar y este al presentar un 

estado circularizado corre más rápido en el gel y lo encontramos por encima de las 2 kb. Las 

clonas 11 y 12 que están representadas en los carriles con los mismos números, sugieren la 

presencia de un  inserto en el plásmido. 

 

 

Figura 10.  Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la purificación de los  plásmidos con insertos 
extraídos de la clona 1 a la  12.P: plásmidopBlueScript KS(-) II  sin cortar ; P/E: plásmido cortado con 

EcoRI; M: Marcador de peso molécular 

 

 

         1    2    3     4    5    6     7    8     9   10   11  12   P P/EM  

3.0 kb 

2.0 kb 

1.5 kb 
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6.4.5. Secuenciación del inserto 

 

Los plásmidos con el inserto fueron secuenciados con los primers M13F y M13R  para obtener 

fragmentos complementarios para que esto permitiera un mejor análisis de los mismos. 

 

Estas secuencias de ADN fueron traducidas a proteínas en sus seis marcos de lectura, las 

secuencias proteicas fueron sometidas al alineamiento proteína-proteína con la base de datos en 

el  BLAST, indicando en el mayor de los casos que no se encontraba símilaridad significativa a 

alguna proteína.  

 

La comparación de las secuencias de las proteínas codificadas por los 6 diferentes marcos de 

lectura (ORF por sus siglas en inglés) con las existentes en el banco de datos mostró que dos de 

ellas presentan una  similitud con proteínas. Los resultados se muestran a continuación: 

 

Las Secuencias 347F y 359R (clona 12) que pertenecen al inserto y al vector,  cortados con EcoRI 

y BamHI al mismo tiempo, arrojaron la siguiente secuencia de aminoácidos: 

 

IWTGFVGLVQGIVAGFVGFLSEAFQGAVNTAVSVWSGLGGFFSGLWAEIVNGVSTAVGSIGGFFE

GIPGKIQGFFAGAGSWLYGFGQNIVQGLGDGVASMAGTIGNFFLNALPDFIREPFKQALGIASSSKV

FAGYGQNIGEGVLVGVGRMQSRIDDRMANLVTVPDFAMTSGFGGSASGSGTRTGSGGGSIDDLI

RAIREQRPIQVNGAPGMDEETLARATAEQLLWRG* 

 

Con similitud a proteínas enlistadas en la tabla 7. 

 

Tabla 7. Proteínas que tiene similitud con las secuencias 347F y 359R clonadas en el plásmido 
pBlueScript KS(-) II 

Descripción de la proteina Maxima 

identidad (%) 

phage tape measure protein [Gordonia phage GTE7] 

>gb|AER26562.1| phage tape measure protein [Gordonia 

phage GTE7] 
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tape measure protein [Rhodococcus phage ReqiDocB7] 41 
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Las 20 secuencias restantes muestran poca o ninguna símilaridad con las secuencias disponibles 

en las bases de datos de BLAST y una similitud de más del 95% con plásmidos que incluyen el 

mismo pBlueScript KS(-) II utilizado en esta tesis.(www.ncbi.nln.nih.gov). Esto podría ser indicativo 

de que se tiene un nuevo fago ya que no se encuentran reportadas estas secuencias. 

 

Si bien las secuencias obtenidas no se parecen en su totalidad a las que podemos encontrar en la 

base de datos, y a pesar de que la relación entre los virus eucariotas y el fago aislado es poca, 

teniendo en cuenta que infectan células de dominio diferente y que el fago aislado no poseen 

membrana, estos resultados podrían sugerir que los fragmentos clonados y secuenciados pueden 

contener genes que pertenecen al fago encontrado. 

 

Aunque las secuencias obtenidas del fago, no permiten obtener algún tipo de información que nos 

permita conocer más acerca del mismo, éstas pueden ser utilizadas en la elaboración de 

iniciadores (“primers”) específicos que permitan una amplificación más extendida del genoma de 

este fago (“primer walking”), y poder realizar un análisis con otras regiones del mismo genoma. 

 

6.5. Biocontrol 

 

Para poder determinar el efecto del bacteriófago sobre la cepa degradadora de ácido tereftálico, se 

realizó la cinética como se describe en la sección de 5.12 de metodología. El resultado de este 

experimento se puede observar en la figura 10.  

 

Algunos fagos han revelado la dependencia de cationes divalentes para una infectividad optima 

(principalmente Ca+2 y en algunos casos Mg+2 ). Muchos fagos requieren de estos iónes en un 

intervalo de concentración de 1 a 10 mM para el acoplamiento y el crecimiento intracelular, y es 

buena idea cuando se trabaja con mezclas de fagos o fagos no caracterizados incluir de 1-2 mM 

en todo el medio (Van Twest and Kropinski, 2009). Esto podría explicar la causa por la cual el fago 

no infectó en el medio AT. En cuanto a la composición del medio AT se debe decir que presenta 

un  concentración de Mg+2 de 0.49 mM, la cual no es suficiente para alcanzar aquella requerida 

para la adsorción. Tal es el caso del incremento en ufp de  fagos, cuando Ca(NO3)2 fue agregado 

en el medio usado, lo cual confirmó los descubrimientos de Adams (1959) quien concluyó que los 

cationes divalentes tales como el Ca++ son requeridos para la adsorción de los fagos a los 

receptores (El-Tarabily et. al., 1995).  

http://www.ncbi.nln.nih.gov/
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Figura 10. Cinética de Arthrobacter sp. en medio con ácido tereftálico. A+F : Cinética en la cuál se 
agregaron 2 ml del stock del bacteriófago a las 113 (la flecha indica el momento de la inoculación) . 
C: Cinética control, sin inóculo del bacteriófogo. 

 

Otro factor importante en el proceso de infección es la Multiplicidad de infección (MOI), es decir, el 

número de fagos que incorpora una célula diana es un proceso estadístico. Algunas células 

pueden absorber más de una partícula viral mientras que otras pueden no absorber ninguna. Se 

utilizan altos MOI cuando se requiere que toda la población de células este infectada (Adams, 

1959). 

 

Otro factor importante puede ser la fase de crecimiento en la cual se encuentre la célula. En un 

estudio se encontró que el fago de Pseudomonas aeruginosa BLB,no fue incapaz de multiplicarse 

en la fase estacionaria de su huésped (Schrader et al., 1997). Probablemente debido a la 

adsorción a células en proceso de muerte. 

 

Ningún estudio se ha realizado acerca de la toxicidad de metales pesados y contaminantes ácidos 

para los virus. Ya que los virus son considerados inertes en un estado  libre, el mecanismo sería 

un interesante tema para  futuros estudios (Kimura et al., 2008). 
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7. CONCLUSIONES 

 

Se aisló un bacteriófago del suelo con capacidad específica de infectar a la bacteria 

degradadora de ácido tereftálico Arthrobacter sp. 

 

No fue posible aislar un fago con capacidad de infectar la cepa Brevundimonas sp. 

 

 En base a las imágenes obtenidas de TEM, el fago aislado expone un cápsido con cabeza 

hexagonal y con cola. Este fago muestra tener una cola larga y unas estructuras parecidas 

a las de plataforma basal que son similares a las descritas por la familia siphoviridae del 

orden de los caudovirales. 

 

Los análisis realizados con la secuencias de proteínas del fago, mostraron símilaridad con 

proteinas virales de los fagos que infectan los géneros Gordonia y Rhodococcus.Sin 

embargo esta similaridad es demasiado baja, lo cual podría sugerir el aislamiento de un 

nuevo fago para la cepa Artrobacter sp. 

 

No fue posible determinar la capacidad del fago de infectar Arthrobacter sp creciendo sobre 

ácido tereftálico.  
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