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Resumen 

 

Los fagos son generalmente descritos como especie específicos o incluso cepa específicos, 

implicando una inherente limitación para que algunos puedan ser mantenidos en las 

comunidades microbianas diversas. Sin embargo, el aislamiento de fagos y determinación del 

rango de hospedero raramente considera el contexto ecológico de los fagos, sesgando 

probablemente nuestra noción sobre la especificidad de los fagos. En este trabajo aislamos y 

caracterizamos un nuevo grupo de seis fagos promiscuos, nombrados Atoyac, presentes en ríos 

y aguas residuales mediante el uso de una colección diversa de más de 600 aislados bacterianos 

recuperados a partir de los mismos ambientes como potenciales hospederos. Estos podofagos 

aislados a partir de diferentes regiones en México mostraron un rango de hospedero 

notoriamente amplio, infectando bacterias de seis géneros de Gammaproteobacteria: 

Aeromonas, Pseudomonas, Yersinia, Hafnia, Escherichia y Serratia. Los genomas de los fagos 

Atoyac presentan una longitud ~42 kb y una alta similitud genómica entre ellos, pero no con fagos 

actualmente disponibles en bases de datos de genomas y metagenomas públicos. Una 

comparación detallada de la eficiencia de plaqueo (EOP) de los fagos reveló variación entre los 

géneros bacterianos, implicando un costo asociado con la infección de hospederos 

distantemente relacionados, y entre fagos, a pesar de su similitud de secuencia. Mostramos a 

través de evolución experimental usando un solo hospedero o alternando hospederos de 

diferentes géneros, que la eficiencia de la producción de placas es altamente dinámica y tiende 

hacia la optimización en hospederos que presentan baja formación de placas. No obstante, la 

adaptación a distintos hospederos difirió entre fagos fagos similares, mientras un fago optimizó 

su EOP en todos los hospederos probados, el otro redujo su producción de placas en un 

hospedero, sugiriendo que la propagación en múltiples bacterias puede ser clave para mantener 

el rango de hospedero promiscuo en algunos virus. Nuestro estudio expande nuestro 

conocimiento sobre la virosfera y revela las posibles interacciones fago-bacteria que 

normalmente están ocultas en los sistemas naturales. 
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Importancia 

 

En los ambientes naturales, los fagos coexisten e interactúan con una amplia variedad de 

bacterias, planteando un enigma para el mantenimiento de los fagos de rango estrecho de 

hospedero en las comunidades microbianas diversas. Este contexto es raramente considerado 

en el estudio de las interacciones fago-bacteria, típicamente enfocadas en virus de rango de 

infección estrecho y en su infectividad sobre bacterias blanco provenientes de fuentes distintas 

de donde se aislaron los fagos. Mediante el estudio de las interacciones fago-hospedero en 

bacterias y virus aisladas de comunidades microbianas de ríos, nosotros mostramos que nuevos 

fagos con rango de hospedero amplio, abarcando múltiples géneros bacterianos, pueden ser 

encontrados en el ambiente. La evaluación de cientos de interacciones en diversos hospederos 

revelaron que fagos similares exhiben diferentes eficiencias de infección y patrones de 

adaptación. Comprender el rango de hospedero es fundamental para nuestro conocimiento de 

las interacciones fago-bacteria y su impacto en las comunidades microbianas. La dinámica 

natural de la promiscuidad de los fagos revelada en nuestro estudio tiene implicaciones sobre 

diferentes aspectos de la investigación de fagos, tales como la transferencia horizontal de genes 

o la terapia con fagos.  
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Introducción 

 

Relevancia ecológica de los fagos y de sus interacciones con bacterias 

 

A pesar de pasar comúnmente desapercibidos por su tamaño ultramicroscópico, los virus son las 

entidades biológicas dominantes en el planeta por su inmensa abundancia y diversidad. Entre 

ellos, destacan los virus que infectan y se replican en bacterias, conocidos comúnmente como 

bacteriófagos o fagos [1, 2]. A nivel global se estima que la abundancia de los fagos es 1031 (para 

tener una idea de su magnitud, esta cantidad es 1 000,000,000 de veces superior al número de 

galaxias que se estima existen en el universo). Su distribución abarca todo tipo de ambientes, 

desde los marinos, los de agua dulce, los terrestres (incluyendo el permafrost), los extremófilos 

y las microbiotas asociadas a las plantas y a los animales, incluida la del humano [3–6]. Se 

consideran por tanto ubicuos, y están presentes en cualquier lugar donde exista la vida 

microbiana. La concentración de los fagos suele variar entre los diversos ambientes, por ejemplo, 

en los acuáticos fluctúa entre 1 millón y 10 millones por mililitro, en los terrestres entre 1 millón y 

1000 millones por gramo de suelo, mientras que en microbiotas como la del intestino humano se 

estima en un rango de entre 100 millones y 10 000 millones por gramo de materia fecal, etc. No 

obstante, sin importar el ambiente, la concentración de los fagos suele ser muy alta, y 

generalmente supera al menos 10 veces a la de las bacterias [3–7]. 

 

Como consecuencia de su gran abundancia, es reconocido que los fagos son la mayor fuente de 

diversidad genética en el mundo, representando un importante reservorio de genes movilizable 

y que es clave en la adaptabilidad de sus hospederos a nuevos ambientes [8–12]. Es de destacar, 

que los fagos también son una importante fuente de genes con potencial biotecnológico; como 

prueba de ello es que muchas de nuestras actuales herramientas moleculares de uso rutinario 

en el laboratorio, tales como: vectores, polimerasas, enzimas de restricción, promotores, etc., 

provienen de los fagos [13]. En conjunto, fagos y bacterias juegan un rol ecológico trascendental 

para el planeta, ya que sus interacciones impulsan desde los ciclos biogeoquímicos más 

importantes hasta la evolución microbiana. Por ejemplo, se estima que tan sólo en los océanos, 

ocurren 1023 infecciones de fagos por segundo, las cuales provocan la lisis de entre el 20 y 40% 

de las poblaciones bacterianas diariamente, permitiendo así la liberación y bio-disponibilidad de 

una inmensa cantidad de nutrientes para ser reutilizados por otros organismos [3, 8, 12, 14]. 

Mediante este proceso ecológico de regulación de la densidad poblacional bacteriana, los fagos 

promueven, tanto el equilibrio dentro los ecosistemas microbianos, como el mantenimiento de 

los principales ciclos de los nutrientes, tales como el del carbono y el del fósforo [3, 8, 12]. 

 

Las relaciones de los fagos con las bacterias se caracterizan por ser sumamente complejas, pues 

además de ser sus principales depredadores [14], paradójicamente, también suelen fungir como 

sus principales aliados, ya sea proporcionándoles inmunidad contra la infección por otros fagos 

(derivado de la homoinmunidad adquirida tras el proceso de lisogenización por fagos de tipo 

temperados) y/o la adquisición de nuevo material genético con potencial valor adaptativo, siendo 

así unos de los principales conductores de diversidad bacteriana [9, 12, 15, 16]. La transducción, 

mecanismo por el cual los fagos actúan como vectores de transferencia horizontal genética 

(Horizontal Gene Transfer, en inglés), es considerada el principal motor evolutivo bacteriano [16–

https://paperpile.com/c/gjj2qU/qm0H+FYDl
https://paperpile.com/c/gjj2qU/sq8x+mylN+Vq00+QyNK
https://paperpile.com/c/gjj2qU/sq8x+mylN+Vq00+QyNK+K7orm
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ULTNq+kny81+s9GTw+juLOH+PCkTs
https://paperpile.com/c/gjj2qU/0EkCq
https://paperpile.com/c/gjj2qU/VIGQ5+ULTNq+sq8x+PCkTs
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ULTNq+sq8x+PCkTs
https://paperpile.com/c/gjj2qU/VIGQ5
https://paperpile.com/c/gjj2qU/kny81+PCkTs+Zbd2A+QLdaW
https://paperpile.com/c/gjj2qU/sxVy6+xv2iw+QLdaW


 

12 

18], pues convierte a los fagos en plataformas versátiles capaces de transferir desde algunos 

cuantos genes hasta grandes cantidades de DNA entre bacterias [19]. Este mecanismo puede 

presentarse en dos diferentes variantes, la especializada o la generalizada; no obstante, ambas 

derivan de errores en el proceso de empaquetamiento del DNA del fago [20, 21]. En la 

transducción especializada, el fago (de tipo temperado) además de empaquetar su DNA, añade 

a su genoma algunos genes bacterianos adyacentes a su sitio de integración (el fago Lambda 

es un ejemplo de aquellos que presentan transducción de tipo especializada). Mientras que, en 

la transducción generalizada, el fago (pudiendo ser lítico o temperado) empaqueta 

exclusivamente DNA bacteriano, ya sea cromosomal o proveniente de plásmidos [22], generando 

así partículas virales defectivas capaces de movilizar desde algunas cuantas kilobases hasta 

decenas o centenas de kilobases de información genética (dependiendo del tamaño del fago) 

hacia otras bacterias receptoras, las cuales pueden incorporar este nuevo material genético 

mediante mecanismos de recombinación [16, 17, 21]. Por lo anterior, se considera que la 

transducción generalizada es uno de los procesos que más contribuye a la evolución bacteriana 

[17], pues además de las grandes cantidades y diversidad de DNA que puede movilizar, se 

estima que ocurre a mayores frecuencias que otros procesos de transferencia horizontal 

genética, con una frecuencia global de 20 mil billones de eventos cada segundo [12]. A pesar de 

su relevancia, evidenciar dicho fenómeno aún representa un importante desafío para la biología 

molecular, principalmente a gran escala y en modelos que asemejen el nivel de complejidad de 

las comunidades microbianas, lo cual en parte es debido a que por la naturaleza del proceso no 

es fácil rastrear el contenido genético de las partículas transductoras [23]. 

 

La participación de la transducción en la virulencia bacteriana es representativa del rol de los 

fagos en la potenciación del fitness de sus hospederos, pues ha sido documentado ampliamente 

que los fagos portan importantes toxinas que intensifican la virulencia de ciertas bacterias 

patógenas, fenómeno conocido como conversión lisogénica [18]. Casos referentes son el fago 

CTXΦ que codifica la toxina colérica (ctxAB) en el patógeno Vibrio cholerae [24], así como una 

serie de fagos (H-19B, VT1-Sakai, VT2-Sakai, 933W, Φ3538) que acarrean la toxina Shiga (Stx) 

en los enteropatógenos Shigella y Escherichia coli, confiriéndoles el fenotipo enterohemorrágico 

[10, 18, 25, 26]. Similarmente, la potente toxina botulínica (Botulinum toxin) de Clostridium 

botulinum es codificada en sus diferentes versiones dentro de los genomas de varios fagos (c-

st, CEβ, d16Φ) [18, 26]. No obstante, también se ha documentado ampliamente que los fagos 

ayudan a movilizar genes de resistencia a antibióticos [27–29]. Estos ejemplos ilustran la 

relevancia de los fagos y de la transducción, que junto a los plásmidos y la conjugación, 

promueven la evolución de bacterias de importancia clínica [19]. Así mismo, se ha demostrado 

que los fagos portan importantes genes para el metabolismo de sus hospederos, desde aquellos 

relacionados al proceso de fotosíntesis [30], hasta los involucrados en la comunicación 

bacteriana por medio del sistema de “quorum sensing” [31], e incluso aquellos que no parecen 

tener un valor adaptativo evidente para sus hospederos, como los genes del rRNA 16S [23], por 

lo cual es evidente que cualquier tipo de gen es movilizable por medio de la transducción. Sin 

embargo, se ha demostrado que, ante situaciones de estrés bacteriano por cambios en el 

ambiente, los fagos pueden fungir como aliados valiosos, ya que ayudan a movilizar genes que 

promueven la adaptabilidad y supervivencia de sus hospederos frente a la adversidad, haciendo 

a la comunidad más resiliente [17, 32, 33]. Por estos motivos, se ha sugerido que la relación 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/sxVy6+xv2iw+QLdaW
https://paperpile.com/c/gjj2qU/2oCdr
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ybhlL+5G69Y
https://paperpile.com/c/gjj2qU/HgNOc
https://paperpile.com/c/gjj2qU/sxVy6+5G69Y+QLdaW
https://paperpile.com/c/gjj2qU/sxVy6
https://paperpile.com/c/gjj2qU/PCkTs
https://paperpile.com/c/gjj2qU/oFO7H
https://paperpile.com/c/gjj2qU/xv2iw
https://paperpile.com/c/gjj2qU/0Bkui
https://paperpile.com/c/gjj2qU/s0BVA+s9GTw+xv2iw+7E9fW
https://paperpile.com/c/gjj2qU/xv2iw+7E9fW
https://paperpile.com/c/gjj2qU/cPDMl+Wpa1g+B0tKB
https://paperpile.com/c/gjj2qU/2oCdr
https://paperpile.com/c/gjj2qU/Aa5FL
https://paperpile.com/c/gjj2qU/Xzaml
https://paperpile.com/c/gjj2qU/oFO7H
https://paperpile.com/c/gjj2qU/sxVy6+8hRXv+6eVrA
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entre los fagos y las bacterias puede asemejarse en parte a aquellas relaciones de tipo 

mutualista, en las que los organismos involucrados procuran el beneficio mutuo. 

 

El rango de hospedero y su implicación en las interacciones fago-bacteria 

 

Diversos estudios se han enfocado en tratar de describir las interacciones fago-bacteria, 

proponiendo modelos generales que ayuden a comprender estas complejas relaciones 

biológicas. Las cuales se caracterizan por ser altamente dinámicas [3, 9], ya que a través de  la 

implementación de medidas y contramedidas antagonistas, fagos y bacterias promueven su 

propia coevolución (dicha competencia comúnmente es referida como carrera armamentista o 

arm race) [34, 35]. No obstante, para aspirar a comprender dicha dinámica, resulta primordial 

analizar el rango de hospedero de los fagos, así como estudiar su evolución. Definido como la 

diversidad de hospederos bacterianos que un fago es capaz de infectar [36], el rango de 

hospedero en gran medida delimita las posibles interacciones entre fagos y bacterias de un 

ambiente determinado, así como el alcance de posibles eventos de transducción y sus 

consecuencias evolutivas. 

 

La caracterización del rango de hospedero es un paso fundamental hacia la evaluación de la 

especificidad de los fagos y la identificación de especímenes con un amplio alcance de 

hospederos susceptibles. Así mismo, las estrategias usadas para definir una “infección exitosa” 

son clave para caracterizar este rasgo. Para poder infectar, los fagos deben adsorberse a la 

célula hospedera, transportar sus genomas dentro de la célula, superar los mecanismos de 

defensa bacteriana y secuestrar la maquinaria molecular del hospedero para replicar sus 

genomas, ensamblar y liberar la nueva progenie viral [36, 37]. Ensayos de infección usando 

cultivos en medio líquido (conocidos como curvas de lisis), goteo de lisados (spotting) o por 

ensayos de plaqueo (phage plaquing) representan métodos comúnmente usados para identificar 

infección por fagos [38]. Sin embargo, debido a que otros factores no asociados a fagos (por 

ejemplo, las bacteriocinas) y mecanismos independientes de la producción de fagos (por 

ejemplo, la lysis from without; que es la lisis bacteriana no asociada a una infección y derivada 

de la presencia de altas concentraciones extracelulares de fagos o colas de fagos) pueden 

conducir a la muerte celular por lisis. El aislamiento de placas líticas individuales, conocido como 

plaqueo, se considera una aproximación confiable para identificar infecciones productivas por 

fagos (es decir, ciclos de infección completos que derivan en la producción de la nueva progenie 

viral). Adicionalmente, la caracterización del rango de hospedero productivo mediante ensayos 

de plaqueo tienen la ventaja de permitir la determinación de la eficiencia de plaqueo de los fagos 

para comparar sus capacidades de infección a través de un panel de hospederos susceptibles. 

Por estos motivos, en este estudio favorecimos el uso del método de plaqueo para estimar el 

rango de hospedero de los fagos. Aún así, vale la pena señalar que los ensayos de plaqueo son 

susceptibles de generar resultados falsos negativos en casos donde la infección por fagos no 

conduce a la formación de placas debido a un reducido vigor de la infección o por infecciones de 

tipo crónicas que no derivan en la muerte celular, conduciendo a una subestimación de este 

rasgo [38]. 

 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/kny81+sq8x
https://paperpile.com/c/gjj2qU/QR9MU+52ou3
https://paperpile.com/c/gjj2qU/b6ufJ
https://paperpile.com/c/gjj2qU/b6ufJ+PFy0F
https://paperpile.com/c/gjj2qU/F4Mrr
https://paperpile.com/c/gjj2qU/F4Mrr
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De manera histórica y sistemática, los fagos han sido descritos como virus especie-específicos 

e incluso cepa-específicos [38–40]. Sin embargo, en los ambientes naturales los fagos coexisten 

e interactúan con una amplia diversidad de hospederos. Lo cual plantea un enigma para su 

mantenimiento en el contexto ecológico de las comunidades microbianas taxonómicamente 

diversas, pues la premisa sobre su rango de hospedero estrecho intrínseco implicaría una severa 

limitación para que algunos de ellos puedan encontrar hospederos receptivos y logren su 

propagación y supervivencia [41]. Alternativamente, ambientes caracterizados por poseer una 

amplia diversidad microbiana podrían promover la existencia de fagos con rangos de hospedero 

más amplios, permitiendo que en este contexto algunos fagos se conduzcan con mayor 

flexibilidad e interactúen con múltiples miembros de la comunidad. 

 

Los estudios de las interacciones fago-bacteria típicamente se han centrado en el aislamiento de 

fagos de rango estrecho, principalmente en aquellos que son infectivos de bacterias patógenas 

blanco, con miras a su uso potencial en la terapia con fagos [39, 40]. En dichos estudios el rango 

de hospedero suele analizarse a partir del uso de un número reducido de cepas potencialmente 

susceptibles, usualmente de una sola especie y las cuales no guardan una relación ecológica 

con los fagos aislados (proviniendo de ambientes de aislamiento distintos). Esto evidencia que 

el contexto ecológico no es comúnmente considerado en los protocolos de aislamiento de fagos, 

ni en el estudio de sus interacciones. Lo cual podría estar sesgando nuestra noción acerca de la 

especificidad de los fagos. Aun cuando a la fecha, diversos fagos capaces de infectar más allá 

del rango taxonómico de género han sido descritos, estos son considerados raros en 

comparación con la inmensa mayoría que han sido reportados como fagos específicos de 

especie o de género [38–40]. No obstante, el aislamiento y estudio de fagos con la habilidad de 

infectar múltiples especies y géneros puede contribuir significativamente a avanzar nuestro nivel 

de comprensión sobre la ecología de los fagos. Estos representan a su vez poderosos modelos 

que permitirían estudiar la evolución del rango de hospedero, así como la transducción entre 

especies distantemente relacionadas, la cual podría tener efectos evolutivos profundos. 

Recientemente, estudios metagenómicos han proporcionado información valiosa acerca de la 

distribución de fagos con amplio rango de hospedero, sugiriendo que ellos pueden ser más 

abundantes de lo postulado previamente [36, 42, 43]. Sin embargo, la naturaleza de este enfoque 

restringe la caracterización experimental de este tipo de virus, los cuales podrían tener como 

hospederos a bacterias no cultivables o que aún no han sido aisladas. Por otro lado, algunos 

estudios pioneros se han enfocado en el aislamiento de fagos de amplio rango mediante 

procedimientos de enriquecimiento, ya sea usando co-cultivos [44] o monocultivos secuenciales 

[45] de potenciales hospederos bacterianos con diferente origen taxonómico. Estos enfoques 

condujeron independientemente al aislamiento de diferentes fagos capaces de infectar múltiples 

especies, tales como Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.  

https://paperpile.com/c/gjj2qU/abcPh+F4Mrr+kzwI2
https://paperpile.com/c/gjj2qU/xU4JP
https://paperpile.com/c/gjj2qU/abcPh+kzwI2
https://paperpile.com/c/gjj2qU/abcPh+F4Mrr+kzwI2
https://paperpile.com/c/gjj2qU/b6ufJ+6bjsS+1JzdK
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ASBso
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ooz3n
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En este estudio investigamos la presencia de fagos de amplio rango de hospedero en escenarios 

ambientales, debido a su relevancia para la implementación de novedosos modelos para el 

estudio de las interacciones fago-bacteria entre diferentes especies y la evolución del rango de 

hospedero. Así como por su posible trascendencia en eventos de transducción intergenérica, los 

cuales podrían tener consecuencias evolutivas profundas. Además de por su potencial utilidad 

en la terapia con fagos, ya que este tipo de fagos o sus sistemas de lisis podría aumentar la 

versatilidad de los tratamientos, mejorando su eficacia para eliminar a más de un patógeno 

blanco de manera similar a como lo harían los antibióticos de amplio espectro. Usando como 

estrategia el aislamiento de una amplia colección de bacterias y fagos recuperados a partir de 

muestras de ríos y aguas residuales, se logró la identificación de fagos de amplio rango de 

hospedero a partir del estudio de sus interacciones. Nosotros hipotetizamos que usando un 

conjunto taxonómicamente diverso de bacterias nativas de estos ambientes como potenciales 

hospederos podría facilitar el aislamiento de fagos capaces de infectar múltiples especies. El uso 

de este enfoque condujo al aislamiento de un grupo de fagos estrechamente relacionados 

pertenecientes a la familia Podoviridae, los cuales fueron capaces de infectar productivamente 

seis diferentes géneros bacterianos y tres órdenes taxonómicos dentro de la clase 

Gammaproteobacteria. Estos fagos, nombrados Atoyac (río en Náhuatl) y que aquí referimos 

como “promiscuos” por su amplio rango de hospedero, representan un nuevo grupo viral, con 

homólogos distintamente relacionados y sin presencia detectable en bases de datos 

metagenómicos públicas. Los fagos Atoyac mostraron diferentes eficiencias de plaqueo entre los 

diversos géneros susceptibles, sugiriendo un costo biológico asociado a la infección de bacterias 

distantemente relacionadas. Sin embargo, mediante el uso de evolución experimental para 

explorar el potencial adaptativo de su eficiencia de plaqueo, se reveló que tales eficiencias 

cambian rápidamente tras su propagación sucesiva en un solo fondo genómico o en múltiples, 

mostrando una adaptación dinámica caracterizada por una tendencia hacia la optimización en 

hospederos poco eficientes. Nuestros hallazgos contribuyen a expandir nuestro conocimiento 

acerca de la ecología de los fagos y las interacciones fago-bacteria ocultas en los sistemas 

naturales, proporcionando nuevos modelos y perspectivas en experimentos de evolución a corto 

plazo usando múltiples hospederos diversos.  
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Objetivos 

 

General 

 

❖ Caracterizar la dinámica de infección de fagos promiscuos 

 

Particulares 

 

● Generar una colección de aislados bacterianos ambientales susceptibles a la 

infección por los fagos coexistentes 

 

● Aislar fagos promiscuos y caracterizar su eficiencia de infección a través de un 

pánel diverso de hospederos 

 

● Caracterizar los fagos promiscuos aislados mediante microscopía electrónica de 

transmisión 

 

● Secuenciar y hacer un análisis genómico de los fagos promiscuos  

 

● Explorar la evolución de la eficiencia de infección de los fagos promiscuos a través 

de hospederos de diferentes géneros 
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Resultados 

 

Estrategia para el aislamiento de fagos promiscuos 

 

Nosotros dirigimos la búsqueda de fagos promiscuos, es decir, de fagos capaces de infectar 

hospederos de distinto origen taxonómico, mediante el ensamble de una amplia y diversa 

colección de más de 600 aislados bacterianos y fagos libres presentes en muestras de agua de 

ríos y aguas residuales de doce sitios diferentes en México (Figura 1, ver detalles en Materiales 

y Métodos). El goteo de alícuotas y diluciones seriadas de las muestras de agua sobre los tapices 

de los aislados bacterianos recuperados a partir de las mismas muestras, produjo en muchas de 

las ocasiones la formación de spots de lisis y placas líticas. El uso de medios de cultivo estándar 

tales como LB o TΦ no siempre permitieron la visualización de placas de fagos, sin embargo, la 

utilización de diversos medios y la adición de diferentes colorantes a los mismos, condujeron a 

la identificación de placas líticas (ver detalles en Materiales y Métodos). Un screening de ensayos 

de infección cruzada entre los aislados susceptibles, permitió la identificación de fagos capaces 

de producir placas en múltiples cepas (Figura 1, ver detalles en Materiales y Métodos). 

 

 
Figura 1. Diagrama de la estrategia empleada para el aislamiento de fagos promiscuos. 1. Diversas 

muestras de agua con diferentes niveles de contaminación fueron colectadas. 2. Los fagos libres de estas 

comunidades microbianas fueron recuperados mediante la centrifugación y filtración de las muestras. 

Simultáneamente, bacterias de estas comunidades fueron aisladas para generar una amplia y diversa 

colección de bacterias nativas. 3. La infectividad de los fagos presentes en las muestras sobre los aislados 

nativos fue evaluada, y los aislados susceptibles fueron identificados taxonómicamente. 4. Ensayos de 

infección cruzada; que consistieron en la selección de placas líticas individuales y su transferencia entre 

los tapices de los aislados bacterianos identificados como susceptibles en el paso anterior, fueron 

realizados para evaluar el rango de hospedero de los fagos (Notar que la transferencia de las placas de 

fagos sobre los tapices de los aislados susceptibles fue realizada tanto de manera simultánea así como 

secuencial). 5. Los candidatos a fagos promiscuos; correspondiendo a aquellos que podían infectar 

múltiples aislados, fueron propagados usando un solo hospedero (4 veces) y luego purificados por 

ultracentrifugación en gradientes de cloruro de cesio (CsCl). 6. Finalmente, los fagos purificados fueron 
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sometidos nuevamente a ensayos de infección cruzada para validar su amplio rango de hospedero 

(consultar sección Materiales y Métodos para más detalles).      

 

De manera notable, seis fagos recuperados a partir de cinco de los sitios muestreados fueron 

capaces de infectar a 54 aislados bacterianos en el pánel (Figura 2 y Figura 3). Estos fagos, los 

cuales nombramos Atoyac, fueron seleccionados para posteriores análisis en este estudio. Las 

bacterias susceptibles incluían a miembros de los géneros Aeromonas, Pseudomonas, Hafnia, 

Escherichia, Serratia y Yersinia, confirmando la naturaleza promiscua del rango de hospedero 

de los fagos Atoyac, el cual cruza múltiples rangos taxonómicos dentro de la clase 

Gammaproteobacteria (Figura 3 y Figura 4). La morfología de placa de los fagos fue diversa a 

través de los distintos géneros susceptibles, siendo por lo general más grandes sobre los 

aislados de Aeromonas y de menor tamaño en los grupos de Enterobacteriaceae. Entre los fagos 

Atoyac las morfologías fueron relativamente similares, no obstante, algunas diferencias fueron 

apreciables y consistentemente reproducibles. Por ejemplo, los fagos Atoyac 1 y 14 produjeron 

las placas más grandes sobre el aislado de Pseudomonas, en contraste, los fagos Atoyac 15 y 

23 produjeron placas diminutas sobre este aislado. Por otro lado, los fagos Atoyac 23 y 13 

regularmente producían placas más grandes sobre los aislados de Enterobacteriaceae que las 

de los otros fagos, mientras que el fago Atoyac 15 en muchas ocasiones presentaba las placas 

de mayor tamaño sobre los aislados de Aeromonas (Figura 4). Los fagos Atoyac fueron aislados 

a partir de muestras provenientes de las regiones: central (Atoyac1, Atoyac10, Atoyac13 y 

Atoyac14), sureste (Atoyac23) y noroeste (Atoyac15) de México (Figura 4). La evaluación de la 

contaminación fecal de las muestras de agua mediante conteo de coliformes fecales o presencia 

del fago crAssphage (fago asociado a la microbiota intestinal humana comúnmente usado como 

marcador de contaminación fecal del agua [46]), reveló que los fagos Atoyac eran prevalentes 

en los sitios contaminados, los cuales representaron a muchas de nuestras muestras (Tabla S1). 

Dos fagos Atoyac fueron aislados a partir de aguas residuales, mientras que los otros cuatro eran 

provenientes de ríos contaminados con descargas residuales. Los sitios contaminados también 

presentaron el mayor título de fagos en los ensayos de plaqueo. 

 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/gHdlS
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Figura 2. Lugares de aislamiento de los fagos Atoyac. La ubicación geográfica de los 6 fagos Atoyac 

aislados a partir de los sitios contaminados es indicada en el mapa usando un código de colores sobre los 

pins con forma de fagos. Cuatro de los fagos fueron recuperados a partir de muestras agua provenientes 

de los estados de Morelos y la Ciudad de México (fagos Atoyac1, Atoyac10, Atoyac13 y Atoyac14, 

respectivamente) ubicados en la región central de México (proyección del mapa con acercamiento), uno a 

partir de una muestra del estado de Veracruz (Atoyac23) ubicado en la región sureste y uno a partir de una 

muestra del estado de Baja california (Atoyac15) ubicado en la noroeste. 

 
 

Figura 3. Aislados bacterianos susceptibles a la infección por los fagos promiscuos Atoyac. La 

relación de los aislados susceptibles a los fagos del grupo Atoyac es mostrada a partir de árboles 

filogenéticos Neighbor-joining construidos a partir de los alineamientos de la secuencia de nucleótidos de 

los genes rpoD (mostrado en la parte superior) o gyrB (mostrado en la parte inferior) bajo el modelo de 

sustitución J-C. Los aislados fueron considerados como susceptibles únicamente cuando los fagos 
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producían placas líticas en ellos (causando infecciones productivas, ver Figura 4). Los 54 aislados 

susceptibles de nuestra colección son indicados con etiquetas de colores acorde al género bacteriano al 

que pertenecen. Cepas de referencia de diferentes especies bacterianas incluidas en los árboles son 

indicadas con etiquetas negras, siendo destacadas (en bold type) aquellas que se agrupan con los aislados 

de nuestra colección. Los clusters y subclusters de los diferentes géneros bacterianos identificados son 

indicados por los prefijos “C-” y “SC”, respectivamente. Los valores de los soportes de rama a partir de 100 

réplicas bootstrap son mostrados en los nodos de los árboles. Las escalas en barra representan el número 

esperado de sustituciones por sitio bajo este modelo.  
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Figura 4. Placas de los fagos Atoyac en cepas representativas de los diferentes grupos 

taxonómicos susceptibles a su infección. Las placas líticas muestran la infección productiva de 

diferentes géneros bacterianos por los fagos Atoyac y su rango promiscuo de infección. Los ensayos de 

plaqueo fueron realizados usando stocks purificados por CsCl. Los diferentes grupos taxonómicos 

bacterianos indicados corresponden a aquellos de la Figura 3. 
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Eficiencia de plaqueo de los fagos Atoyac 

 

Los seis fagos Atoyac mostraron rangos de hospedero similares. Las diferencias detectadas en 

los rangos de hospedero correspondieron a su capacidad para infectar ciertos aislados de 

Aeromonas, Hafnia y Yersinia (Figura 5A). Por ejemplo, el fago Atoyac 15 fue el único miembro 

del grupo capaz de infectar a todos los aislados de Aeromonas en el panel, sin embargo, no fue 

capaz de infectar muchas de las cepas de Yersinia y algunas cepas del grupo Hafnia. Nosotros 

determinamos la eficiencia de plaqueo (EOP) [47] en panel de aislados susceptibles para obtener 

más información acerca de la capacidad de infección de los fagos Atoyac a través de los 

diferentes géneros bacterianos, para lo cual se comparó la EOP obtenida en cada cepa respecto 

al número de placas formadas en la cepa referencia Aeromonas sp. PIA_XB1_6 (aislada en este 

estudio y usada como cepa de referencia en la estimación de la EOP, ver Materiales y Métodos) 

(Figura 5). Los resultados revelaron complejos perfiles de EOP entre los aislados susceptibles, 

no obstante, surgió un claro patrón reconocible. Encontramos que la clusterización de los 

aislados bacterianos basada en las EOPs de los fagos refleja en gran medida su relación 

taxonómica a nivel de género (Figura 5A), sugiriendo que la eficiencia de los fagos Atoyac para 

producir unidades formadoras de placa (UFPs) es influenciada por el origen taxonómico del 

hospedero y que cruzar el rango de género impone un costo. En general, los fagos Atoyac 

produjeron más placas en los aislados de Aeromonas, seguido por las cepas de los géneros 

Hafnia y Yersinia, respectivamente (Figura 5, los datos detallados pueden ser descargados para 

su consulta a partir del material suplementario asociado al siguiente link: Data Set S2). 

Diferencias estadísticamente significativas en las EOP por fago entre los subclusters de 

Aeromonas no fueron encontradas (test de Mann-Whitney U con P value de 0.05), indicando que 

las mayores diferencias en las EOP ocurren entre géneros (Figura 5B, Data Set S2). Algunas de 

las particularidades encontradas a partir de esta caracterización que son de destacar fueron que 

los fagos Atoyac 13 y 23 presentaban los rangos de hospedero más amplios y también las 

mayores EOP sobre los grupos de las Enterobacterias (Figura 5). No obstante, el fago Atoyac 23 

y el fago Atoyac 15 mostraron EOP considerablemente menores sobre el aislado de 

Pseudomonas, el cual fue infectado a su vez con mayor EOP por los fagos Atoyac 1, 14 y 10. 

Por otro lado, algunos aislados de Aeromonas se caracterizaron por presentar EOP menores que 

las registradas en cepas de otros géneros bacterianos. Los valores de EOP oscilaron entre -1000 

y 2.5 veces a través de la colección de cepas susceptibles respecto a la EOP de la cepa de 

referencia Aeromonas sp. PIA_XB1_6 (usada originalmente como la cepa propagativa). Por 

ejemplo, el stock del fago Atoyac13 produjó 6.72 × 10⁸ UFP/ml sobre el tapiz bacteriano de la 

cepa de Yersinia sp. TSI_XS2_88, 2.68 × 10¹¹ UFP/ml sobre el tapiz de la cepa de Aeromonas 

PIA_XCA1 y 1.04 × 10¹¹ UFP/ml en la cepa de referencia Aeromonas sp. PIA_XB1_6 (Data Set 

S2). 

 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/GwxrC
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS2
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS2
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS2
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS2
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Figura 5. Rango de hospedero y eficiencia de plaqueo de los fagos Atoyac. (A) El mapa de calor 

ilustra la eficiencia de plaqueo (EOP) registrada para los seis fagos Atoyac (filas: At phages) sobre un 

panel de 54 cepas ambientales aisladas en este estudio (columnas). Los nombres de los aislados 

bacterianos son mostrados en la parte superior de la figura con un codigo de color acorde al genero 

taxonómico al que pertenecen. Los símbolos debajo de los nombres de los aislados indican el cluster o 

subcluster taxonómico inferido a través de un árbol filogenético (ver Figura 1). El título determinado para 

cada fago en la cepa propagativa PIA_XB1_6 (aislada en este estudio), indicado en el recuadro del lado 

izquierdo, fue usado como el valor de referencia para calcular la EOP. La escala en el fondo del heatmap 

representa la desviación respecto la EOP registrada en la cepa de referencia (EOP= 1.0). Las celdas grises 

indican las interacciones que no generaron placas líticas detectables, correspondiendo por tanto, a cepas 

no susceptibles. Los aislados bacterianos y los fagos están agrupados jerárquicamente basados en los 

valores de EOP mediante el método de distancia Euclidiana. (B) Los valores de EOP registrados para cada 

fago Atoyac agrupados por el cluster taxonómico (género) o subcluster de sus hospederos son mostrados 

usando un gráfico de violín. Los clusters se muestran coloreados como en el panel A y la Figura 1. Los 

valores en el gráfico de violín se muestran en escala logarítmica. Las EOP fueron calculadas a partir de 

cinco réplicas biológicas independientes y los valores promedios se muestran graficados. 

 

Morfología del virión y comparación genómica. 

 

Nosotros caracterizamos los fagos Atoyac a nivel de morfología del virión y de secuencia 

genómica para investigar sus similitudes entre ellos y con otros fagos. Los análisis por 

microscopía electrónica de transmisión de las partículas virales purificadas mediante gradiente 

de CsCl reveló una morfología compartida y típica de los fagos de la familia Podoviridae, 

caracterizada por presentar una cabeza icosaédrica de ~50 nm unida a una cola corta (Figura 

6). Los genomas de los fagos Atoyac presentaron un tamaño promedio de 41.7 kb y un contenido 

de GC promedio de 59%. El análisis comparativo de sus genomas reveló que ellos comprenden 

un grupo monofilético, compartiendo entre el 98.4 y el 85.9% de la identidad global de secuencia 

de nucleótidos (Figura 7). Identificamos dos subgrupos de fagos Atoyac (subgrupo 1: fagos 

Atoyac1, 14 y 10; subgrupo 2: fagos Atoyac 13 y 23) que estaban más cercanamente 

relacionados entre ellos a partir del árbol inferido con la secuencia de todo su genoma y que 

mostraron perfiles de infección muy similares (Figura 7 y Figura 5A). El fago Atoyac 15 fue el más 

divergente en la comparación genómica y también exhibió uno de los perfiles de infección más 

disímiles. La mayor fuente de diversidad entre los genomas de los fagos Atoyac correspondió a 

una larga región no codificante caracterizada por presentar un menor contenido de GC que el 

promedio global y un cluster adyacente de marcos de lectura abiertos (ORFs) codificando 

muchas proteínas hipotéticas pequeñas (< 100 aminoácidos) de función desconocida (Figura 7 

y FS1). Una marcada variación de secuencia fue también detectada en ORFs contiguos 

codificando putativamente una fibra de la cola y una proteína de la superfamilia glucosidasa. De 

los 46 a 50 ORFs identificados en los genomas de los fagos Atoyac, 23 fueron asignados a una 

función (46% - 50%) basados en la homología de secuencia y presencia de dominios 

conservados. Estos ORFs se encuentran organizados en dos módulos funcionales principales 

codificando proteínas relacionadas a (i) la morfogénesis del virión y la emisión de estructuras 

como la cápside, la cola y la lisis del hospedero, y (ii) a la transcripción y replicación, incluyendo 

las polimerasas de DNA y RNA, una DNA primasa, una helicasa, una ligasa, una exonucleasa y 

una endonucleasa con potencial rol en la recombinación (Figura 7A). 
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Figura 6. Micrografías de los viriones de los fagos del grupo Atoyac. Las partículas virales purificadas 

por CsCl fueron teñidas negativamente con acetato de uranilo al 2% y visualizadas por microscopía 

electrónica de transmisión con un aumento de 150,000 veces. Los nombres correspondientes a los 

diferentes fagos y la escala de tamaño (50 nm) son mostrados en cada micrografía. 
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Figura 7. Análisis genómico comparativo y filogenético del grupo de fagos Atoyac. (A) Los genomas 

de los seis fagos Atoyac y dos homólogos distantes están representados como anillos de colores en el 

mapa genómico circular comparativo y sus nombres y codigo de color son indicados a la derecha de la 

figura. El genoma del fago Atoyac1, representado en el mapa con el anillo de color más interno, fue usado 

como referencia para comparar las secuencias de los ORFs de los otros fagos a nivel de nucleotidos. Las 

flechas numeradas en el mapa y la orientación en la que apuntan corresponden al número de ORFs 

identificados y a su dirección de transcripción, respectivamente. Las funciones identificadas en el genoma 

son indicadas afuera de los anillos, correspondiendo a los ORFs del fago Atoyac1. Las coordenadas en el 

genoma de referencia y la distribución de su contenido de GC respecto al promedio (59%) son indicadas 

en el anillo interno negro correspondiente. El nivel de identidad de secuencia detectado en los genomas 

(>79%) respecto a los ORFs del fago Atoyac1 es mostrado en código de intensidad de color en la figura. 

Los dos anillos más externos corresponden a representantes de los grupos de fagos que mostraron la más 

alta similitud de secuencia a los genomas del grupo Atoyac. (B) El árbol genómico de los fagos Atoyac y 

dos homólogos distantes (neighbor joining) fue construido a partir del alineamiento de sus genomas a nivel 

de nucleótidos. El valor de soporte de bootstrap (100 réplicas) de las ramas es mostrado en cada nodo. El 

porcentaje de identidad de secuencia global (es decir, sobre la longitud total del genoma) de los fagos 

Atoyac y sus homólogos distantes (marcados con un asterisco) respecto al fago Atoyac1 (referencia) es 

mostrado en la tabla, así también como la longitud y el contenido de GC de cada fago.  

 

No se identificaron en los genomas de los fagos Atoyac genes asociados con el ciclo de vida 

temperado, implicando que estos fagos son virulentos. Esta observación es consistente con 

nuestros intentos no exitosos para aislar cepas lisógenas de los fagos Atoyac sobre los fondos 

genómicos de Aeromonas y Yersinia. Las búsquedas de homólogos en bases de datos revelaron 

que los fagos Atoyac constituyen un nuevo grupo, con dos grupos de fagos homólogos 

distantemente relacionados al clado Atoyac. Los representantes con mayor similitud de estos 

grupos corresponden al podofago 4vB_YenP_ISAO8 (aquí referido sólo como ISA08, número de 

acceso GenBank: NC_028850.1) capaz de infectar a Yersinia enterocolitica y al podofago phiAS7 

(número de acceso GenBank: JN651747.1 [48]) capaz de infectar a Aeromonas salmonicida, con 

los cuales el fago Atoyac1 comparte el 47.78 y 21.05% de identidad global de secuencia, 

respectivamente (Figura 7). Nosotros también comparamos los genomas de los fagos Atoyac 

con el del fago T7, un arquetipo virulento de la familia Podoviridae (originalmente aislado usando 

a E. coli como hospedero). A pesar de la falta de similitud de secuencia extensiva entre los 

genomas a nivel de nucleótidos o de proteínas, la presencia de una larga región no homóloga y 

no codificante fue reconocida en una posición del genoma relativamente similar. Una región 

similar identificada en los genomas de fagos T7-like de diferentes especies bacterianas, ha sido 

reportada por contener múltiples promotores transcripcionales [49]. En concordancia con esta 

observación, usando tres diferentes programas de predicción in silico (ver Materiales y Métodos), 

nosotros identificamos una serie de promotores putativos en ambos sentidos de una larga región 

no codificante de los fagos Atoyac ubicada entre los nucleótidos 21553 y 23775 (Figura 7 y 

material suplementario descargable: Table S1). Siete promotores fueron predichos en la cadena 

positiva, 5 de los cuales fueron predichos por dos o más programas, mientras que en la cadena 

negativa, 8 promotores fueron predichos, tres de ellos por más de un programa (Table S1). 

 

 

Búsqueda de fagos Atoyac-like en datos metagenómicos 

 

https://identifiers.org/resolve?query=insdc:NC_028850.1
https://identifiers.org/resolve?query=insdc:JN651747.1
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ig9Nm
https://paperpile.com/c/gjj2qU/nExQJ
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#tabS1
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#tabS1
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Los fagos Atoyac fueron aislados a partir de diferentes regiones geográficas en México, las 

cuales estaban separadas entre ~3.9 a 2,525 kilómetros, sugiriendo una amplia distribución 

geográfica para este nuevo grupo de fagos promiscuos (Figura 2, Tabla Suplementaria 1). No 

obstante, ya que no pudieron ser encontrados otros miembros del grupo a través de la búsqueda 

de homólogos en bases de datos genómicos, decidimos investigar la distribución de los fagos 

Atoyac mediante la búsqueda de homología en datos metagenómicos disponibles. Para ello 

intentamos recuperar lecturas de secuenciación homólogas al genoma del fago Atoyac1 

analizando conjuntos de datos metagenómicos depositados en el Sequence Read Archive (SRA) 

del NCBI. Sorpresivamente, nuestro análisis de más de 65,000 sets de datos usando una 

estrategia de búsqueda recientemente reportada (ver Materiales y Métodos) [50], no identificó 

metagenomas con lecturas que hicieran match con nuestro fago Atoyac de referencia. Este 

resultado contrasta con los obtenidos cuando usamos como referencia y control para la búsqueda 

los genomas de otros dos fagos no relacionados, el fago crAss (crAssphage) y el fago T4. En 

tales casos, miles de lecturas cubriendo entre el 86.5 y hasta el 100% de los genomas el fago 

crAss y el fago T4 fueron recuperadas a partir de múltiples muestras (set de datos suplementarios 

descargables: Data Set S3), sugiriendo la ausencia o baja abundancia de fagos Atoyac-like en 

el set de datos analizado. Alternativamente, una sub-exploración de los ambientes habitados por 

los fagos Atoyac (por ejemplo, los ríos) a través de enfoques metagenómicos podría también 

explicar este resultado [43]. 

 

Evolución experimental de la eficiencia de plaqueo 

 

Debido a que los fagos Atoyac mostraron mayores EOPs en los aislados del grupo Aeromonas 

que en cepas de los otros géneros susceptibles, decidimos adoptar un enfoque de evolución 

experimental para investigar la posibilidad de revertir esta tendencia en hospederos 

caracterizados por presentar una baja eficiencia producción de placas. Para diversificar el 

conjunto de hospederos en el experimento, elegimos a Yersinia como representante de la familia 

Enterobacteriaceae y a Pseudomonas como el único género identificado como susceptible y no 

perteneciente a Enterobacteriaceae, además de Aeromonas. Aislados representantes de estos 

géneros registraron algunos de los valores de EOP más bajos en la colección (Figura 2A). Los 

fagos Atoyac 1 y 23, que mostraron distintas EOPs en los aislados bacterianos elegidos para el 

experimento (cepas Pseudomonas sp. mFC_SR91 y Yersinia sp. PAF_XS2_2; Figura 2A), fueron 

seleccionados como representativos de los subclusters identificados dentro del grupo Atoyac 

(Figura 4B). Nosotros permitimos que los fagos evolucionaran en las cepas seleccionadas 

usando en todo momento sus versiones ancestrales. Tres placas individuales de los fagos Atoyac 

1 y 23, cada una representando un linaje, fueron serialmente propagadas a través de 10 pases 

usando un solo hospedero, ya sea Pseudomonas o Yersinia (Figura 8, esquemas A y B). Para 

evaluar cambios en la producción de placas sobre el curso del experimento, la EOP en 

Pseudomonas y Yersinia fue calculada antes del experimento y en los pasos de propagación 5 y 

10, usando Aeromonas como referencia (ver detalles en Materiales y Métodos). 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/QgJVE
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS3
https://paperpile.com/c/gjj2qU/1JzdK
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Figura 8. Diagrama de la estrategia usada para los ensayos de evolución experimental. Los fagos 

Atoyac 1 y 23 fueron sometidos a diferentes esquemas de propagación mediante ensayos de infección en 

placa para evolucionar su EOP, dos de ellos usando propagación secuencial con un solo hospedero (A y 

B) y el otro alternando su propagación entre tres diferentes hospederos (C). Stocks de fagos purificados 

por CsCl (representando el stock ancestral; paso de propagación 0) fueron propagados en Pseudomonas 

(tapices en color rosa) (A) o Yersinia (tapices en color gris) (B). Después de su crecimiento, tres placas 

líticas individuales (R1-R3, linajes derivados del stock ancestral) fueron seleccionadas aleatoriamente 

desde los tapices bacterianos y propagadas independientemente con un palillo estéril a través de 10 pases 

en Pseudomonas (A) o Yersinia (B) (esquemas de propagación usando un solo hospedero) o cíclicamente 

en Yersinia, Pseudomonas y Aeromonas (tapices en color verde) (C) (esquema de propagación usando 

múltiples hospederos). Nuevos stocks de fagos fueron generados para cada uno de los tres linajes en los 

diferentes esquemas desde los pasos de propagación 5 y 10, y estos nuevos stocks de los fagos 

evolucionados fueron goteados (así también como los stocks iniciales correspondiendo al paso de 

propagación 0) en los tapices de Aeromonas, Pseudomonas y Yersinia para estimar sus EOPs (a partir de 

5 réplicas técnicas) respecto a la eficiencia en Aeromonas. 
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Como se esperaba, el stock ancestral de ambos fagos produjo más placas en la cepa de 

Aeromonas que en los aislados de los otros 2 géneros bacterianos. Sin embargo, esta diferencia 

en la eficiencia de plaqueo se hizo más estrecha tanto en Pseudomonas como Yersinia cuando 

los fagos fueron consecutivamente replicados en el aislado de Pseudomonas (Figura 9, paneles 

A1 and B1), sugiriendo una expansión del rango de hospedero (eficiencia de plaqueo) a través 

de evolución colateral (idea discutida directamente con el Profesor Mike Bruckost [Prof Michael 

Brockhurst | The University of Manchester], investigador experto en tópicos relacionados con la 

evolución de fagos y otros elementos genéticos móviles). Un resultado similar se observó cuando 

el fago Atoyac1 fue serialmente propagado en el aislado de Yersinia (Figura 9, panel A2); sin 

embargo, bajo las mismas condiciones de propagación, el fago Atoyac23 no mostró un cambio 

sustancial en la EOP sobre la cepa de Yersinia y redujo considerablemente su virulencia sobre 

el aislado de Pseudomonas (decrecimiento en el número y tamaño de las placas) (Figura 9, panel 

B2). En paralelo a la propagación serial usando un solo hospedero, nosotros también 

propagamos los fagos Atoyac cíclicamente alternando sus hospederos entre Yersinia, 

Pseudomonas y Aeromonas (Figura 8, esquema C) para explorar si esta condición muestra una 

alteración en la dinámica de la EOP distinta a la obtenida a través de la replicación continua de 

los fagos usando un solo hospedero. Encontramos que los cambios en la EOP para ambos fagos 

sobre el curso del experimento se parecen a aquellos registrados cuando los fagos son 

exclusivamente propagados en la cepa de Pseudomonas o cuando el fago Atoyac1 es 

continuamente replicado en Yersinia, es decir, presentan una marcada reducción en el gap de 

EOP respecto al aislado de referencia de Aeromonas (Figura 9, paneles A3 y B3). 

Interesantemente, bajo este esquema de propagación, el fago Atoyac23 no perdió infectividad 

hacia la cepa de Pseudomonas a pesar de haber sido replicado en el aislado de Yersinia (en 4 

de los 10 pases de propagación), sugiriendo por lo tanto que la alternancia de hospederos puede 

ser clave en la retención de la promiscuidad. 

 

https://www.research.manchester.ac.uk/portal/en/researchers/michael-brockhurst(16939a14-0b4e-4c10-b8c0-f339e8392b0e).html
https://www.research.manchester.ac.uk/portal/en/researchers/michael-brockhurst(16939a14-0b4e-4c10-b8c0-f339e8392b0e).html


 

31 

 
Figura 9. Evolución experimental de la eficiencia de plaqueo de dos fagos representativos del grupo 

Atoyac. Los gráficos representan las trayectorias de las dinámicas de eficiencia de plaqueo registradas 

durante la evolución experimental de los fagos Atoyac1 y Atoyac23 bajo diferentes esquemas de 

propagación (ver Figura 8). Nótese que en estos experimentos las bacterias usadas en cada propagación 

corresponden a los hospederos ancestrales; por lo tanto, únicamente se permitió evolucionar a los fagos 

(ver detalles en Materiales y Métodos). La fila de arriba (paneles A1, A2 y A3) muestra los resultados 

registrados para el fago Atoyac1. La fila de abajo (paneles B1, B2 y B3) muestra los resultados para el 

fago Atoyac23. En la primera columna (A1 y B1), los gráficos muestran las EOPs calculadas en 

Pseudomonas (en rojo) o Yersinia (en morado), usando a Aeromonas XB1-6 como referencia, cuando los 

fagos fueron serialmente propagados en Pseudomonas por 0, 5 y 10 pases. Los valores graficados en el 

paso de propagación 0 corresponden a las EOPs de los stocks de fagos ancestrales. La segunda columna 

(A2 y B2) indica las trayectorias de las EOPs registradas cuando los fagos fueron secuencialmente 

propagados en Yersinia. Valores de EOP para el fago 23 en Pseudomonas no son mostrados en el panel 

B2 y paso de propagación 10 porque ya no fue posible contar sus placas en este hospedero. Finalmente, 

la tercera columna (A3 y B3) muestra los resultados obtenidos cuando los fagos fueron propagados 

alternando hospederos entre Yersinia XS2-2, Pseudomonas SR91 y Aeromonas XB1-6, en cada pase. R1, 

R2 y R3 representan linajes independientes a partir del mismo stock de fago ancestral. Las EOPs para 

cada linaje fueron calculadas a partir de cinco réplicas técnicas. Los círculos rellenos muestran los 

promedios, y las barras representan las desviaciones estándar para los linajes. El eje “y” en todos los 

gráficos son mostrados en escala logarítmica. Todos los datos graficados son presentados para su 

consulta mediante su descarga en el siguiente link: Data Set S4. 

 

 

 

 

 

https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS4
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Discusión 

 

Los fagos son las entidades biológicas más abundantes y diversas en el planeta [3]. Aunque el 

aislamiento de nuevo tipos de fagos representa uno de los propósitos más frecuentes de la 

investigación en el campo, la mayoría de estos estudios están sesgados o tienen como blanco 

el aislamiento de fagos con un rango de hospedero estrecho [41], limitando por lo tanto nuestro 

conocimiento sobre los fagos con capacidades de infección que les permiten cruzar entre 

diferentes rangos taxonómicos. Estos virus son usualmente referidos como fagos de amplio 

rango de hospedero; sin embargo, nosotros favorecemos el uso de “promiscuo” siguiendo el 

término aplicado a plásmidos con capacidades de movilización y replicación que cruzan múltiples 

rangos taxonómicos [51]. Adicionalmente, el uso del término promiscuo permite la distinción entre 

virus con hospederos de diferente origen taxonómico y aquellos que infectan varias cepas de la 

misma especie, comúnmente referidos también como de amplio rango de hospedero [36, 49]. 

Los fagos promiscuos representan poderosos modelos para ampliar nuestro conocimiento sobre 

las interacciones fago-bacteria y la evolución del rango de hospedero; sin embargo, aún no es 

claro que tan prevalentes ellos pueden ser [36]. 

 

Estudios recientes enfocados en predecir las relaciones fago-hospedero usando diversas 

estrategias (por ejemplo, mediante el uso de spacers provenientes de sistemas CRISPR-Cas 

bacterianos para hacer búsquedas de homología en genomas o contigs de fagos y así establecer 

asociaciones) han inferido interacciones más allá del nivel de especie o género, sugiriendo que 

la abundancia de fagos promiscuos puede ser mayor de lo postulado actualmente [36, 41–43]. 

Intentos previos para aislar fagos promiscuos se basan principalmente en el uso de métodos 

estándar de enriquecimiento, con la sutil modificación del uso de múltiples bacterias de diferentes 

especies (y no sólo una durante el procedimiento), difiriendo únicamente en su uso ya sea de 

manera simultánea o adicionando secuencialmente a los potenciales hospederos. Estos 

enfoques condujeron al aislamiento de fagos que infectan cepas de dos diferentes géneros o 

múltiples especies dentro de un mismo género [44, 45]. En estos reportes, se usaron como 

hospederos cepas de colección (ATCC) o de referencia (por ejemplo: E. coli K-12 y P. aeruginosa 

PAO1), sin embargo, aunque se demuestra la eficacia en su uso, esto deriva en el aislamiento 

de fagos que infectan cepas que probablemente no son representativas de aquellas que existen 

en los diferentes ambientes.  

 

En contraste, nuestra estrategia de aislamiento exploró el uso de una colección taxonómicamente 

diversa de aislados bacterianos nativos de los sitios muestreados como hospederos potenciales 

de los fagos con los que coexisten (Figura 1, ver detalles Materiales y Métodos), bajo la lógica 

de que es más probable evidenciar entre ellos a múltiples cepas indicadoras (susceptibles a la 

infección por fagos) e identificar a fagos promiscuos cuando estos provienen de las mismas 

comunidades microbianas. Nuestra estrategia de aislamiento permitió la identificación de seis 

fagos, nombrados Atoyac (río en lenguaje Náhuatl), capaces de infectar bacterias de los géneros 

Aeromonas, Hafnia, Yersinia, Escherichia, Serratia y Pseudomonas, los cuales son parte de 

clase Gammaproteobacteria. Interesantemente, los fagos Atoyac fueron recuperados a partir de 

ríos contaminados. Nosotros especulamos que en estos ambientes puede haber una mayor 

diversidad y densidad poblacional microbiana debido a la abundante disponibilidad de fuentes de 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/sq8x
https://paperpile.com/c/gjj2qU/xU4JP
https://paperpile.com/c/gjj2qU/XG44n
https://paperpile.com/c/gjj2qU/b6ufJ+nExQJ
https://paperpile.com/c/gjj2qU/b6ufJ
https://paperpile.com/c/gjj2qU/xU4JP+b6ufJ+6bjsS+1JzdK
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ASBso+ooz3n
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nutrientes introducidos por las constantes descargas residuales humanas, lo cual a su vez podría 

favorecer la presencia de fagos capaces de infectar diferentes hospederos potenciales. No 

obstante, no descartamos la posibilidad de que fagos promiscuos puedan ser también 

recuperados a partir de ambientes prístinos, en los cuales ellos podrían estar presentes quizás 

en una menor concentración que en los ambientes contaminados. Pensamos que las condiciones 

de crecimiento que usamos en el laboratorio (ver Materiales y Métodos) podrían ser aplicadas 

por otros estudios que tengan como propósito el aislamiento de fagos promiscuos, especialmente 

si las muestras obtenidas provienen de ecosistemas similares a los que exploramos en este 

estudio. En un escenario distinto, alentamos a los investigadores a explorar condiciones de 

crecimiento que imiten el entorno natural de los ambientes muestreados, con la finalidad de 

recuperar aislados bacterianos representativos de la diversidad microbiana de los sitios de 

interés y maximizar la posibilidad de encontrar fagos promiscuos. Usando un enfoque similar 

respecto al uso de bacterias nativas como potenciales hospederos, otros autores fueron capaces 

de aislar un fago proveniente de muestras del mar Antártico capaz de infectar cepas de dos 

géneros pertenecientes a diferentes clases de proteobacteria [52]. 

 

La detección de fagos que infectan diferentes especies puede ser el resultado de una mezcla de 

múltiples fagos que no han sido separados apropiadamente, conduciendo a una identificación 

errónea de un rango de hospedero promiscuo [38]. De manera similar, la evaluación del rango 

de hospedero basada en un efecto bactericida (por ejemplo, a través de spots de lisis) en lugar 

de una infección productiva puede conducir también a su sobreestimación [38]. En este estudio 

abordamos estas cuestiones a través de una evaluación exhaustiva de la pureza de los fagos 

(Figura S2) y la determinación del rango de hospedero basada únicamente en la generación de 

infecciones productivas (producción de placas líticas). Como ha sido recomendado previamente 

[38], nuestra preparaciones de stocks de fagos incluyeron más de tres rondas de purificación de 

placas; adicionalmente los stocks fueron purificados por gradiente de densidad de cloruro de 

cesio (CsCl) antes de la determinación final del rango de hospedero (Figura 1). Nuestros ensayos 

de evolución experimental también involucraron 10 pases de propagación secuencial de placas 

individuales usando un solo hospedero o múltiples hospederos (Figura 8), demostrando 

concluyentemente la capacidad de propagación intergenérica de los fagos. En nuestros 

experimentos, nosotros observamos consistentemente evidencia sobre la pureza de los stocks 

de fagos (Figura S2), incluyendo uniformidad en la morfología de placas, la presencia de una 

banda única bien definida en los gradientes de CsCl, la inferencia de tamaños similares para los 

genomas de los fagos a partir de los patrones de restricción de DNA y los ensambles de los 

genomas, y homogeneidad en la morfología de los viriones dentro de una misma muestra y entre 

muestras. Nuestros resultados mostraron que los seis fagos Atoyac aislados tienen un rango de 

hospedero similar, lo cual es consistente con su similitud genómica e indicativo de que incluso el 

miembro más divergente del grupo; correspondiendo al fago Atoyac15 que mostró 86% de 

similitud de secuencia global respecto al fago Atoyac1, es capaz de infectar los mismos seis 

géneros bacterianos que sus homólogos. A pesar de la alta similitud genómica entre la mayoría 

de los miembros del grupo Atoyac, nosotros observamos variedad en los fenotipos de infección 

entre los fagos, mostrando así que poca variabilidad entre genomas de fagos relacionados es 

suficiente para presentar diversidad en las capacidades de infección. De manera interesante, 

encontramos una buena correlación entre el agrupamiento de los fagos Atoyac basado en la 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/nIqIZ
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comparación de todo el genoma (Figura 7B) y el inferido a partir de los perfiles de rango de 

hospedero y EOP (Figura 5A), lo cual sugiere que la variabilidad de la secuencia explica en gran 

medida la capacidad de infección diferencial mostrada por los fagos. Nosotros identificamos un 

par de genes estructurales que codifican putativamente para la fibra de la cola y una proteína de 

la superfamilia glucosidasa, y dos regiones adyacentes; una intergénica caracterizada por la 

presencia de promotores y otra codificando un cluster de pequeños ORFs putativos de función 

desconocida que, dada su variación en la secuencia dentro del grupo, podrían ser las 

responsables de las diferencias observadas en los fenotipos de infección. Mutaciones en las 

proteínas estructurales del virión, particularmente aquellas que forman parte de la cola, han sido 

reportadas como responsables de cambios en el rango de hospedero de varios fagos, incluyendo 

estudios de evolución experimental [53–55]. Por su parte, las regiones variables que codifican 

ORFs accesorios han sido documentadas en los genomas de los fagos; sin embargo, estas no 

han sido caracterizadas extensamente en términos de su impacto funcional en la biología de los 

fagos [56]. 

 

Aunque los fagos Atoyac son capaces de infectar los seis géneros bacterianos, los análisis de 

EOP mostraron que ellos producen más placas líticas en los aislados de Aeromonas que en las 

otras bacterias susceptibles, sugiriendo que este grupo de fagos está mejor adaptado para 

infectar el género Aeromonas (Figura 5). La alta similitud entre el contenido de GC de los 

genomas de los fagos Atoyac (59%) y el de Aeromonas (58 to 62% [57]) y el mayor tamaño de 

las placas líticas producidas sobre las cepas de Aeromonas soportan adicionalmente esta noción 

(Figura 4). En ciertos casos, cepas de Aeromonas no mostraron susceptibilidad a todos los 

miembros del grupo Atoyac o presentaron bajas EOPs, incluso menores que las observadas en 

los aislados de otros géneros bacterianos (por ejemplo: las cepas MC_SR55, PIA_XB2_5, 

mFC_SR71 o PIA_TEM7) (Figura 5, Data Set S2). Nosotros creemos que esto puede deberse a 

que esos aislados de Aeromonas pueden contar con mecanismos de defensa proficientes (por 

ejemplo, un sistema CRISPR-Cas) para contender contra la infección de algunos miembros 

específicos del grupo. Por otro lado, también es posible que los fagos Atoyac que sí pueden 

infectar tales aislados o que presentan mejores EOPs cuenten con genes que les permitan 

superar ciertos mecanismos de defensa bacterianos (tales como genes anti-CRISPR). 

 

Una cepa de Aeromonas (PIA_XB1_6) fue seleccionada como el hospedero propagativo para los 

fagos Atoyac debido a que fue identificada como altamente sensible a la infección por fagos, 

junto con otras Aeromonas, en nuestro screening inicial para detectar cepas indicadoras 

provenientes de las muestras de agua. Vale la pena señalar que la propagación de los fagos en 

PIA_XB1_6 antes de la determinación final del rango de hospedero podría también haber 

mejorado la EOP en este género como consecuencia de un potencial efecto de domesticación 

por el uso repetido de este fondo genómico. Aunque nosotros tratamos de limitar el número de 

pases de propagación para evitarlo, este efecto potencial representa un artefacto inherente a los 

protocolos estándar para obtener stocks de fagos puros, un requerimiento clave previo a la 

evaluación del rango de hospedero [38]. Debido a que el género Aeromonas es conocido ser 

abundante en diversos ambientes acuáticos como los ríos [58], nosotros hipotetizamos que este 

sirve como el hospedero primario o recurrente de los fagos Atoyac, mientras que bacterias de los 

otros géneros susceptibles, también presentes en ríos, pueden actuar como hospederos 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/sxv7F+Skgx5+yFLqC
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secundarios [59, 60]. Especulamos que la presencia de fagos promiscuos en ríos puede estar 

relacionada a la dinámica de este tipo de ambientes, la cual es comúnmente influenciada por una 

fuerte estacionalidad (temporadas marcadas de sequía y lluvias intensas) que impacta la 

composición de las comunidades microbianas presentes diversificandolas regularmente [60, 61]. 

Dentro de este contexto, un rango de hospedero promiscuo podría representar una ventaja para 

los fagos, permitiéndoles el uso de hospederos alternativos para su propagación y permanencia 

en la comunidad, incluso si los hospederos primarios no están a su alcance. 

 

Nosotros observamos diferencias estadísticamente significativas entre las EOPs de los fagos 

Atoyac obtenidas sobre Aeromonas y las obtenidas sobre otros géneros susceptibles, pero no 

entre subclusters de Aeromonas (Data Set S2), sugiriendo que la infección de bacterias 

distantemente relacionadas involucra un costo en términos de eficiencia de producción de placas. 

Esta noción es consistente con lo observado en otros fagos de amplio rango de hospedero, los 

cuales exhiben una variación sustancial en las EOPs, infectando hospederos distantemente 

relacionados [44, 45]. Variación en la eficiencia de transferencia o replicación entre hospederos 

distantemente relacionados también ha sido reportada para plásmidos promiscuos [62], 

sugiriendo que la habilidad para propagarse entre múltiples fondos genómicos viene 

acompañada de un costo biológico y que este trade-off no es exclusivo de un cierto tipo de 

elemento genético móvil. Sin embargo, a pesar de la variación en la eficiencia de plaqueo, los 

fagos Atoyac no mostraron una considerable reducción en muchos de sus hospederos, incluso 

entre diferentes géneros (~85% de los aislados mostraron una variación de EOP menor de 100 

veces; Figura 5). Las bacterias a menudo tienen estrategias de defensa que les permiten limitar 

la infección por fagos y el ingreso intracelular de otros elementos genéticos móviles, siendo los 

sistemas de restricción-modificación y los sistemas CRISPR-Cas algunos de los más frecuentes 

mecanismos de defensa anti-fagos encontrados en los genomas bacterianos. Debido a que estos 

mecanismos moleculares suelen impactar dramáticamente la EOP en varios órdenes de 

magnitud [38, 47], especulamos que es posible que alguno o múltiples de los ORFs putativos de 

función desconocida de los fagos Atoyac, encontrados durante su comparación y anotación 

genómica, codifican mecanismos para contender contra sistemas de defensa anti-fagos. En un 

estudio previo, Jensen y colaboradores [44] mostraron que fagos de amplio rango de hospedero 

que no presentaban un decremento significativo en sus EOPs en diferentes hospederos (tales 

como Sphaerotilus natans y P. aeruginosa) son insensibles a la acción de enzimas de restricción 

tipo I y II. Similarmente, el fago de amplio rango de hospedero T7 codifica y usa la proteína Orc 

para inhibir enzimas de restricción tipo I como mecanismo para desarmar las defensas 

bacterianas [63]. Por lo tanto, creemos que, a través del estudio de este tipo de fagos, se podrían 

encontrar proteínas interesantes con potencial aplicación biotecnológica, y es de nuestro interés 

el estudiar a mayor profundidad los ORFs de función desconocida de los fagos Atoyac para 

indagar qué funciones codifican. Entre dichas proteínas interesantes también se encontrarían 

aquellas involucradas en la lisis bacteriana (sistemas de lisis), ya que podrían representar 

valiosas herramientas moleculares con capacidades antimicrobianas más versátiles que el uso 

de fagos específicos, con un potencial similar al uso de los antibióticos de amplio espectro. 

Similarmente, el uso de fagos promiscuos completos también podría tener un efecto positivo en 

la terapia con fagos, mejorando la eficacia de los cócteles de fagos para eliminar a más de un 

patógeno blanco. No obstante, es de resaltar que su implementación podría también conducir a 
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resultados inesperados en la terapia, eliminando a bacterias que no son blanco del tratamiento 

(como lo hacen muchos de los antibióticos que actualmente usamos). En consecuencia, es 

necesario que se realicen estudios exhaustivos implementando el uso de fagos promiscuos en 

la terapia, para poder así evaluar sus efectos. 

 

Los fagos Atoyac fueron aislados a partir de muestras de agua de río provenientes de diferentes 

regiones geográficas de México, sugiriendo una amplia distribución de este grupo en ambientes 

similares. Sorpresivamente, nuestra búsqueda en datos metagenómicos no identificó lecturas de 

secuencia que mapearán al genoma del fago Atoyac1. Este resultado sugiere la ausencia de 

homólogos al genoma query en el set de los datos explorados, siendo indicativo de la baja 

abundancia de fagos Atoyac-like en las muestras analizadas. La estrategia de búsqueda usada 

en este trabajo involucra un paso de submuestreo del conjunto de datos para hacer más eficiente 

la búsqueda a través de los datos metagenómicos del SRA (Sequence Read Archive) [50] con el 

costo de ser susceptible a resultados falsos negativos, particularmente cuando las lecturas de 

secuencia de ciertos taxa están en baja abundancia. Por otro lado, nuestro estudio muestra que 

los enfoques basados en técnicas de cultivo aún representan una buena alternativa para seguir 

descubriendo la diversidad de la virosfera, con la ventaja de que conducen al aislamiento de 

especímenes que adicionalmente pueden ser estudiados en el laboratorio.  

 

El análisis comparativo de los genomas permitió identificar a los fagos Atoyac como un nuevo 

grupo viral. Interesantemente, los genomas más similares detectados fuera del grupo pertenecen 

a fagos distantemente relacionados que infectan de manera independiente especies de Yersinia 

o de Aeromonas, correspondiendo a dos de los grupos bacterianos identificados como 

susceptibles a la infección por los fagos Atoyac en este trabajo. La comparación de secuencias 

de proteínas conservadas de los fagos Atoyac asociadas con el módulo estructural o de 

replicación permite la identificación de matches con similitud a ORFs de fagos con hospederos 

de diferentes géneros (incluyendo algunos de los identificados ser susceptibles a los fagos 

Atoyac, tales como: Pseudomonas, Serratia y Escherichia); sin embargo estos matches se 

caracterizan con bajos niveles de similitud de secuencia, indicando de nuevo relaciones distantes 

entre los fagos. Aunque nosotros hipotetizamos que Aeromonas funge como hospedero primario 

de los fagos Atoyac, ellos muestran mayor similitud de secuencia al genoma del fago de Yersinia 

enterocolitica ISAO8 (∼48%) que al genoma del fago de Aeromonas salmonicida phiAS7 (∼21%). 

En consecuencia, no es claro si los fagos ISAO8 y phiAS7 son especializados para infectar sus 

hospederos reportados o tienen un rango de hospedero promiscuo como el grupo de fagos 

Atoyac. Una perspectiva de esta tesis es la caracterización adicional de ISAO8 y phiAS7, la cual 

podría proporcionar información valiosa acerca de la evolución del rango de hospedero 

promiscuo de los fagos Atoyac. No obstante, nuestro estudio destaca la importancia de una 

caracterización integral del rango de hospedero de un fago, incluyendo hospederos 

taxonómicamente diversos en el panel de cepas potencialmente susceptibles a evaluar. En el 

caso presentado en este estudio, los fagos Atoyac podrían haber sido reportados como 

“específicos” de Aeromonas dado el gran número de cepas hospederas detectadas 

pertenecientes a este género, ocultando así el amplio rango de infección intergenérico del grupo. 
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El aislamiento de fagos promiscuos representa una oportunidad única para explorar la evolución 

del rango de hospedero a través de hospederos distantemente relacionados; en consecuencia, 

nosotros explotamos este modelo para investigar la dinámica de infección de dos fagos Atoyac 

en hospederos no óptimos (Pseudomonas y Yersinia) usando diferentes esquemas de 

propagación. Nuestros resultados mostraron que la propagación sucesiva usando un solo 

hospedero o alternándolos tienen un fuerte efecto en la dinámica de la EOP y su trayectoria 

adaptativa, aunque el fago utilizado puede ser un factor crítico en la respuesta. En muchos casos, 

la propagación seriada promovió la optimización de la EOP en los hospederos ineficientes 

mientras se mantiene el rango de hospedero promiscuo, sugiriendo por lo tanto que esta es una 

característica evolutivamente bien conservada. En adición, una variación en la morfología de 

placa fue también observada en los linajes evolucionados que presentaron cambios en las EOPs 

(Figura S3). La propagación del fago Atoyac23 mostró los resultados más contrastantes en los 

experimentos. La replicación continua en Pseudomonas permitió a este fago alcanzar una 

eficiencia de plaqueo y el desarrollo de una morfología de placa similares a las observadas en 

Aeromonas (Figura 9, panel B1 y Figura S3, panel B1), el hospedero inicialmente más eficiente. 

En contraste, su propagación sucesiva en Yersinia no tuvo un impacto sustancial en la EOP en 

este hospedero. Tales respuestas disímiles podrían estar asociadas con la EOP inicial del fago 

en estos hospederos, es decir, Atoyac23 mostró una marcada menor eficiencia en Pseudomonas 

respecto a Yersinia, y por lo tanto un amplio margen para la optimización. Esta noción es 

consistente con lo observado en estudio reciente de evolución experimental con un fago de 

cianobacterias generalista, el cual adquirió un mayor número de cambios evolutivos con un efecto 

positivo en la eficiencia de infección cuando fue continuamente propagado en un hospedero 

subóptimo con respecto a un hospedero óptimo [55]. Alternativamente, cambios evolutivos con 

un efecto positivo en la EOP en Yersinia podrían requerir más pasos de propagación para surgir 

y fijarse en la población. La propagación serial del fago Atoyac1 en Pseudomonas mejoró su 

EOP en este hospedero así también como en el aislado de Yersinia, y viceversa. Mientras que 

el fago Atoyac23, en contraste, mostró una sustancial reducción en su virulencia hacia 

Pseudomonas como consecuencia de su propagación continua en el aislado de Yersinia (cambio 

reflejado también a través de la producción de placas casi imperceptibles; Figura S3, panel B2). 

La replicación del fago alternando hospederos impidió la aparición de este efecto, resaltando la 

importancia que tiene la propagación en múltiples hospederos para mantener la promiscuidad en 

algunos fagos. Nosotros especulamos que patrones de propagación similares podrían ocurrir en 

ciertos ambientes caracterizados por presentar una alta diversidad microbiana, conduciendo así 

a la preservación de fagos con un rango de hospedero promiscuo. 
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Conclusiones 

 

La estrategia usada en nuestro estudio demuestra que es posible aislar fagos promiscuos a 

partir de fuentes ambientales como los ríos,haciendo uso de aislados bacterianos nativos de los 

sitios de estudio como hospederos potenciales. 

 

El grupo de fagos promiscuos aislado a partir de muestras de ríos de diferentes regiones de 

México, mostró la capacidad de generar infecciones productivas en cepas diversas de los 

géneros Aeromonas, Pseudomonas, Escherichia, Hafnia, Serratia y Yersinia; infectándolos con 

diferentes eficiencias. 

 

Los seis fagos aislados y nombrados Atoyac, presentaron una morfología de virión compartida, 

característica del orden Caudovirales y de la familia Podoviride (virus de cola corta). Además, a 

nivel genómico mostraron estar altamente relacionados entre ellos, formando un nuevo grupo 

viral, con fagos homólogos remotos infectivos de los géneros Yersinia o Aeromonas. 

 

Las principales regiones de variabilidad en los genomas de los fagos Atoyac se encontraron en 

genes asociados a proteínas de la cola, así también como en una serie de proteínas pequeñas 

de posible función accesoria y en regiones predichas como enriquecidas en promotores. 

 

Los ensayos de evolución experimental realizados con 2 fagos representantes del grupo Atoyac 

y hospederos de diferentes géneros, revelaron que la eficiencia de infección tiende hacia la 

optimización en hospederos ineficientes, sugiriendo adicionalmente que la propagación entre 

diferentes hospederos podría ser clave para mantener un amplio rango de infección. 

 

Perspectivas 

 

Permanece dentro de nuestro interés el secuenciar los linajes de los fagos Atoyac 1 y 23 

propagados a través de hospederos de diferentes géneros, particularmente aquellos que 

mostraron una optimización de la eficiencia de infección o reducción de la amplitud del rango de 

hospedero. Pensamos que el análisis de los genomas de estos linajes podría aportar datos 

valiosos que ayuden a comprender mejor la evolución del rango de hospedero de los fagos, 

incluyendo la identificación de las regiones genómicas y mutaciones implicadas en la adaptación 

hacia los hospederos. También nos interesa explorar el rol de este grupo de fagos en posibles 

eventos de transducción entre diferentes géneros de bacterias, así como evaluar su versatilidad 

en estrategias enfocadas hacia la optimización de la terapia con fagos. Además, estamos 

interesados en evaluar el impacto funcional de las proteínas de función desconocida de estos 

fagos promiscuos y la identificación de aquellas proteínas con un uso potencial biotecnológico.  
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Materiales y Métodos 

 

Muestreo y conteo de coliformes 

 

Una docena de muestras de ríos y aguas residuales provenientes del centro, norte y sur de 

México fueron recolectadas en frascos estériles (1 L) durante la temporada de estiaje (mayo) en 

los años 2015 y 2016. Parámetros fisicoquímicos como temperatura, pH, oxígeno disuelto, etc., 

fueron medidos in situ usando un instrumento multiparamétrico HANNA HI9828 (ver Tabla S2 en 

material suplementario). Los valores registrados fueron usados como una guía para explorar 

nuestras condiciones de crecimiento en el laboratorio. La estimación de los niveles de 

contaminación del agua en las diferentes muestras fue realizada mediante el conteo de 

coliformes termotolerantes en el medio mTEC modificado, basándonos en el protocolo de 

filtración por membrana previamente descrito [64]. Las colonias que produjeron un pigmento azul 

(mostrando actividad beta-glucoronidasa) fueron contadas, y el número de UFC por mililitro fue 

calculado basado en el factor de dilución de las muestras; estos experimentos fueron realizados 

en triplicado. Los sitios de muestreo con un número de coliformes ≥1 × 10^3 UFC/mL fueron 

clasificados como contaminados (Tabla S1). 

 

Aislamientos bacterianos 

 

Una colección diversa de aislados bacterianos fue ensamblada a partir de las muestras 

recolectadas. Las muestras fueron plaqueadas en diferentes medios de cultivo: LB agar 

(Lennox), BHI (brain heart infusion) agar, PIA (Pseudomonas isolation agar), PAF (Pseudomonas 

agar F), PAP (Pseudomonas agar P), NAA (nutrient-poor medium) agar, mTEC (membrane 

thermotolerant E. coli) agar, mFC (membrane fecal coliform) agar, TSI (triple sugar iron) agar y 

MC (MacConkey) agar, todos manufacturados por Difco y preparados siguiendo las instrucciones 

del proveedor [65], y luego incubadas a 30°C por 24 h. Después de la incubación, algunas 

colonias fueron seleccionadas, representando diferentes morfologías, tamaños y colores. Las 

colonias seleccionadas fueron purificadas mediante tres rondas de pases consecutivos de 

crecimiento en el mismo medio en que fueron aisladas. Los aislados axénicos fueron crecidos 

durante un overnight en caldo BHI a 30°C y luego almacenados a −72°C  en glicerol al 30% 

(concentración final) para su respaldo. La colección final de aislados comprendió alrededor de 

600 aislados provenientes de los 12 diferentes sitios de muestreo.  

 

Aislamiento de fagos 

 

Tapices bacterianos de los aislados de nuestra colección fueron preparados mezclando de 80 a 

250 μl de cultivos overnight con 3.5 ml de top agar (1% peptona, 0.5% NaCl, 0.7% Bacto agar, 

10 mM MgSO4), y vertiendo la mezcla en alguno de los siguientes medios: TΦ (1% peptona, 

0.5% NaCl, 1.1% Bacto agar), LB, BHI, mFC, TSI, MC o MC sin sales [65] con el propósito de 

encontrar las mejores condiciones para la identificación de placas de fagos (los medios usados 

para el crecimiento óptimo y visualización de las placas en las cepas identificadas como 

susceptibles a los fagos Atoyac son enlistadas en el set de datos Data Set S2, y puede ser 

consultado a través del link). Alícuotas de las muestras de agua usadas para aislar bacterias 
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fueron centrifugadas, filtradas (filtro de membrana MF-Millipore con tamaño de poro de 0.22-μm), 

diluidas serialmente y luego goteadas en los tapices bacterianos para identificar cepas que 

permitían la formación de placas (cepas indicadoras), indicativo de la susceptibilidad a la 

infección por fagos. Las placas con los tapices fueron incubadas overnight a 30°C. Para facilitar 

la visualización de placas líticas, los colorantes: ácido rosolico (0.01%), rojo fenol (0.0024%) o 

azul de bromofenol (0.0024%) fueron usados en alguno de los medios (TΦ, LB, BHI, TSI, MC y 

mFC). Las concentraciones finales de los colorantes usados fueron basadas en las reportadas 

ser usadas por los medios de la compañía Difco (tales como mFC o TSI, [65]. 

 

Ensayos de infección cruzada fueron entonces usados para identificar candidatos a fagos 

promiscuos (es decir, fagos que podrían infectar una amplia diversidad de aislados). Para ello, 

placas individuales fueron picadas con un palillo estéril y estriadas sobre los tapices bacterianos 

de las cepas previamente identificadas como susceptibles a fagos. Para evaluar si la infección 

de una cepa determinada afectaba la infectividad de otros hospederos, los ensayos de infección 

cruzada se realizaron en dos diferentes maneras: 1) simultáneamente, es decir, una placa 

seleccionada fue transferida a otros aislados bacterianos en paralelo, 2) secuencialmente, es 

decir, una placa producida en uno de los aislados probados fue transferida al siguiente hospedero 

potencial (ver Figura 1). Los fagos capaces de infectar múltiples aislados fueron considerados 

candidatos a fagos promiscuos, pero únicamente aquellos con el rango de hospedero más amplio 

fueron seleccionados para una mayor caracterización. Estos fagos fueron entonces purificados 

mediante 4 pases de propagación secuencial en la cepa PIA_XB1_6 (identificada 

taxonómicamente como Aeromonas sp.), en la cual los fagos exhibieron algunos de los títulos 

más altos, placas de tamaño más grande y un periodo corto de generación de placas (∼5 h) 

durante el primer screening para identificar cepas susceptibles a fagos; por lo tanto, se consideró 

un hospedero propagativo óptimo. Adicionales pases de purificación fueron evitados para reducir 

un posible efecto de domesticación de los fagos en este hospedero. Stocks de alto título fueron 

generados a partir del último pase de purificación siguiendo los pasos descritos previamente [56]. 

 

Identificación taxonómica de los aislados bacterianos a nivel de género 

 

Los aislados bacterianos susceptibles a la infección por los fagos fueron crecidos en LB overnight 

a 30°C y luego el DNA genómico fue extraído a partir de los cultivos usando el protocolo 

previamente reportado por Chen y Kuo [66]. El DNA extraído fue usado como templado para 

amplificar mediante PCR los genes gyrB y rpoD. Nosotros favorecimos el uso de los genes 

housekeeping rpoD y gyrB sobre el uso del gen rRNA 16S como marcadores filogenético porque 

los primeros tienen una mayor tasa evolutiva y han mostrado mejores resultados para resolver 

grupos bacterianos complejos como Pseudomonas, Enterobacteria y Aeromonas a nivel 

intragenérico [67–69]. Los primers para amplificar gyrB (forward, 5′-

GGCGGTAARTTYGAYGATAAC-3′; reverse, 5′-TAGCCTGGTTCTTACGGTT-3′´; reportados en 

este estudio) fueron usados en aquellos aislados que mostraron características fenotípicas 

similares a las de la familia Enterobacteriaceae (por ejemplo, crecimiento en el medio MC). 

Mientras que los primers flanqueando rpoD (forward, 5′-ATYGAAATCGCCAARCG-3′; reverse, 

5′-CGGTTGATKTCCTTGA-3′ [70]) fueron usados con el resto de los aislados. Las 

amplificaciones por PCR fueron realizadas usando una Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific) 

https://paperpile.com/c/gjj2qU/XsjMc
https://paperpile.com/c/gjj2qU/VQvHp
https://paperpile.com/c/gjj2qU/IBjv6
https://paperpile.com/c/gjj2qU/DGAMS+jBWMa+9KcYl
https://paperpile.com/c/gjj2qU/L8BC7
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con 0.2 μM de cada primer y las siguientes condiciones: 95°C por 3 min; 30 ciclos, consintiendo 

cada ciclo en 95°C por 30 s, 52°C por 1 min para gyrB y 56°C por 1 min para rpoD, 72°C por 1 

min; y 72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron purificados usando placas MultiScreen 

PCRμ96 y luego secuenciados mediante secuenciación Sanger en la empresa Macrogen. Los 

géneros bacterianos fueron determinados realizando una búsqueda tipo BLASTn de las 

secuencias obtenidas contra la base de datos del NCBI para identificar los géneros de los 

matches más cercanamente relacionados. Las secuencias homólogas (usando únicamente 

cepas tipo como referencia) fueron alineadas usando Clustal omega y los alineamientos usados 

para generar árboles neighbor-joining y evidenciar las relaciones taxonómicas [71]. 

 

Purificación de los fagos promiscuos 

 

Los stocks de fago fueron tratados con DNasa I y RNasa (1 μg/ml) e incubados por 30 min a 

37°C. Las partículas de fago fueron precipitadas con polietilenglicol (PEG) 8000 al 16% (wt/vol) 

y 1.4 M NaCl overnight a 4°C y centrifugadas a 8,000 RCF (relative centrifugal force) durante 

20 min. Los sobrenadantes fueron descartados y el pellet fue resuspendido en 1 ml de SM buffer 

(50 mM Tris HCl [pH 8], 10 mM MgSO4, 100 mM NaCl, y 0.01% gelatina). En orden, para remover 

el PEG de los stocks, un volumen igual de cloroformo fue añadido a los tubos y centrifugado a 

8,000 RCF por 5 min. La fase acuosa fue recuperada y purificada mediante ultracentrifugación 

en un gradiente discontinuo de CsCl como fue previamente descrito [72]. Finalmente, los stocks 

de fago fueron dializados para remover las sales y almacenados a 4°C. 

 

Determinación del rango de hospedero y eficiencia de plaqueo 

 

Ensayos de infección cruzada (ver arriba sección “Aislamiento de fagos”) fueron usados para 

caracterizar el rango de hospedero de los fagos promiscuos basado en su habilidad para producir 

placas individuales en los diferentes aislados bacterianos. Fagos capaces de infectar diferentes 

géneros bacterianos fueron clasificados como promiscuos y nombrados Atoyac, que significa río 

en Náhuatl (un lenguaje nativo de México). Para determinar la eficiencia de plaqueo (EOP) de 

los fagos Atoyac, diluciones seriadas de los stocks purificados por gradiente de CsCl fueron 

goteadas sobre los tapices de los aislados susceptibles de la colección de aislados bacterianos 

ensamblada a partir de las muestras de ríos. La EOP fue calculada como el promedio del título 

de fago en una cepa dada dividido entre el título obtenido en el aislado que fue usado inicialmente 

para propagar los fagos (PIA_XB1_6). Cada ensayo de plaqueo fue realizado con 5 réplicas. 

 

  

https://paperpile.com/c/gjj2qU/jvaIl
https://paperpile.com/c/gjj2qU/yHKmT
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Análisis estadístico 

 

Con el fin de determinar si los datos de eficiencia de plaqueo presentaban una distribución 

normal, se graficaron histogramas, gráficos de cuantiles-cuantiles (QQ plots) y se corrió la prueba 

de Shapiro-Wilk, tomando como datos de entrada los valores de EOP de cada fago en los 

diferentes géneros bacterianos. Como los datos no presentaron una distribución normal debido 

a su naturaleza, el test no-paramétrico Mann-Whitney U fue usado y se aplicó una corrección de 

Bonferroni para múltiples comparaciones en la estima de los valores P. Los valores de P < 0.05 

fueron considerados estadísticamente significativos (ver set de datos: Data Set S2). Para los 

datos de evolución experimental, se usó el análisis de varianza de una sola vía (ANOVA) para 

comparar las diferencia de la EOP para cada condición (los fagos en los diferentes esquemas de 

propagación) entre los diferentes puntos de tiempo (pases de propagación). Los valores de P 

menores de 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos (ver Data Set S4). 

 

Determinación de la morfología del virión 

 

La morfología del virión fue determinada mediante tinción de contraste negativo y microscopía 

electrónica de transmisión como fue descrito previamente por Cazares et al. [56]. En breve, 

alícuotas de los stock de fagos purificados por CsCl fueron depositadas sobre una gradilla de 

cobre revestida con una película de carbono y teñida con acetato de uranilo al 2%. Las gradillas 

fueron examinadas bajo un microscopio electrónico de transmisión JEM-2000 a 80 kV. 

 

Extracción del DNA de los fagos y secuenciación genómica 

 

El DNA de los fagos Atoyac fue extraído a partir de 500 μl de los stocks purificados por CsCl 

siguiendo el protocolo previamente descrito [72], excluyendo el paso con proteinasa K. Los 

valores de pureza y concentración fueron medidos mediante espectrometría en un Nanodrop 

2000. Alícuotas de 500 ng de DNA fueron usadas para estimar el tamaño del genoma de los 

fagos mediante reacciones de digestión-restricción. Finalmente, el DNA para los diferentes fagos 

fue secuenciado usando la tecnología Illumina (paired-end) en la Unidad Universitaria de 

Secuenciación Masiva y Bioinformática (UUSMB)-Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM). 
 

Análisis de los genomas de los fagos 

 

Las lecturas obtenidas del servicio de secuenciación fueron recortadas para remover los 

adaptadores y filtradas por calidad usando Trimmomatic v.0.36 [73]. Las lecturas filtradas fueron 

entonces ensambladas usando Velvet v.1.2.10 [74] y mapeadas contra los ensambles de novo 

usando BWA v.0.7.17 [75]. Los archivos con las lecturas mapeadas fueron entonces usados para 

corregir los ensambles usando Pilon v.1.22 [76]. Los genomas fueron preliminarmente anotados 

con Prokka v.1.13 [76, 77] y reanotados manualmente basado en las búsquedas de homología 

de proteínas y dominios conservados usando InterProScan 5.30-69.0, PSI-BLAST y CD Search 

[78–80]. 

 

https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS2
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS4
https://paperpile.com/c/gjj2qU/VQvHp
https://paperpile.com/c/gjj2qU/yHKmT
https://paperpile.com/c/gjj2qU/rpz6M
https://paperpile.com/c/gjj2qU/Agh5U
https://paperpile.com/c/gjj2qU/NaX66
https://paperpile.com/c/gjj2qU/N1ikn
https://paperpile.com/c/gjj2qU/N1ikn+Td8ne
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ExwqK+wG1rA+sujaw
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Los genomas anotados fueron usados para análisis comparativos de los genomas de los fagos 

Atoyac y sus fagos homólogos (remotos): 4vB_YenP_ISAO8 (GenBank accession no. 

NC_028850.1) y phiAS7 (JN651747.1). Las regiones de secuencia codificantes (CDS) del fago 

Atoyac1 fueron usadas como referencia para comparar los fagos usando el servidor GView 

(https://server.gview.ca/ [81]) y generar un mapa circular comparativo (BLAST Atlas). 

Similarmente, los genomas de los fagos Atoyac fueron alineados usando Mauve v.2.4.0 [82] con 

los parámetros default para crear un mapa lineal comparativo y visualizar con mayor detalle las 

principales regiones variables entre los genomas. Finalmente, los genomas de los fagos fueron 

globalmente alineados con Clustal omega [71] y un árbol BioNeighbor-Joining basado en todo el 

genoma fue construido. 

 

Predicción in silico de promotores 

 

La búsqueda in silico de promotores para la región intergénica fue realizada usando la secuencia 

del fago Atoyac1 (del nucleótido 21377 al 23783) como referencia del grupo y las herramientas 

de predicción de promotores (en ambas cadenas): Neural Network Promoter Prediction (NNPP), 

PromoterHunter y BPROM a través de sus servidores web (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html, 

www.phisite.org/main/index.php?nav=tools&nav_sel=hunter, y 

www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb [83–85]. 

 

Búsqueda de los genomas de los fagos Atoyac en datos metagenómicos 

 

El genoma del fago Atoyac1 fue usado como referencia para búsqueda de homólogos en datos 

metagenómicos depositados en el Archivo de lecturas de secuencia (SRA) del NCBI. 

Metagenomas shotgun completos disponibles a partir del SRA y previamente curados con 

PARTIE [86] fueron mapeados al genoma de referencia usando bowtie2 [87] con los parámetros 

de default a través del Search SRA Gateway (https://www.searchsra.org/) [50, 88, 89]. 

Únicamente alineamientos de lecturas  > 50 bp fueron considerados. El número de lecturas 

mapeadas y la cobertura de los alineamientos fueron determinados a partir de archivos BAM 

ordenados e indexados usando Samtools v.1.7 [50, 82, 90]. 

 

Evolución experimental de la eficiencia de plaqueo 

 

Nuestra estrategia de evolución experimental consistió en la propagación secuencial de los fagos 

Atoyac1 y Atoyac23 mediante ensayos de plaqueo usando dos diferentes esquemas de 

propagación. En el primer esquema, los fagos fueron propagados en un solo hospedero, usando 

ya sea la cepa de Pseudomonas SR91 o la de Yersinia XS2-2 (ver Figura 8, esquemas A y B), 

en las cuales ambos fagos bajas EOP respecto a la cepa de Aeromonas XB1-6 usada como la 

referencia para calcular la eficiencias. En el segundo esquema, los fagos fueron propagados en 

múltiples hospederos cíclicamente, alternando el uso de las cepas XS2-2, SR91 y XB1-6 (ver 

Figura 8, esquema C). Los fagos Atoyac1 y Atoyac23 fueron seleccionados como los 

representantes más divergentes de los dos subgrupos identificados dentro del grupo Atoyac 

(excluyendo el fago Atoyac15 que representa un outlier [ver Figura 7]) y porque estos exhibieron 

distintos perfiles de EOP en los hospederos bacterianos elegidos para los experimentos. En 

https://identifiers.org/resolve?query=insdc:NC_028850.1
https://identifiers.org/resolve?query=insdc:JN651747.1
https://server.gview.ca/
https://paperpile.com/c/gjj2qU/tvvcf
https://paperpile.com/c/gjj2qU/MsZRe
https://paperpile.com/c/gjj2qU/jvaIl
http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
http://www.phisite.org/main/index.php?nav=tools&nav_sel=hunter
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ehnnZ+ejLsv+yxEqa
https://paperpile.com/c/gjj2qU/4akQB
https://paperpile.com/c/gjj2qU/ke82w
https://www.searchsra.org/
https://paperpile.com/c/gjj2qU/QgJVE+rSNjF+4ZcLS
https://paperpile.com/c/gjj2qU/QgJVE+MsZRe+bgcPk
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ambos esquemas, los fagos fueron propagados durante 10 pases a partir de tres placas aisladas 

(linajes, R1-R3) obtenidas mediante el plaqueo del stock ancestral de los fagos en el tapiz 

bacteriano de los hospederos seleccionados. En cada paso de transferencia, cultivos overnight 

de las versiones ancestrales de los hospederos crecidos a partir de sus respectivos stocks en 

glicerol, fueron usados para preparar los tapices bacterianos en los ensayos de plaqueo; por lo 

tanto, únicamente la evolución de los virus fue permitida en los experimentos. Las EOPs de los 

fagos fueron calculadas en los pasos de propagación 0, 5 y 10 usando stocks de alto título 

generados en estas etapas que luego fueron goteados en diluciones sobre los tapices de las 

versiones ancestrales de las cepas de Pseudomonas, Yersinia y Aeromonas. El título registrado 

en Aeromonas en el correspondiente paso de propagación fue usado como referencia para 

determinar la EOP, la cual fue calculada a partir de 5 réplicas técnicas (ver Figura 8 para la 

representación del diseño del experimento). 

 

Disponibilidad de los datos y material biológico 

 

Los genomas secuenciados con Illumina y luego anotados de los fagos Atoyac1, Atoyac10, 

Atoyac13, Atoyac14, Atoyac15 y Atoyac23 fueron depositados en el GenBank bajo los siguientes 

números de acceso: a partir de MT682386 hasta MT682391. Los seis fagos Atoyac y tres de sus 

hospederos (Aeromonas PIA_XB1_6, Yersinia PAF_XS2_2 y Pseudomonas mFC_SR91) fueron 

depositados en el Centro de Referencia para Virus de Bacterias Félix d'Hérelle (Félix d'Hérelle 

Reference Center for Bacterial Viruses https://www.phage.ulaval.ca/en/home/) ubicado en la 

Universidad de Laval (Université Laval), Quebec, Canadá. Las claves HER asignadas para los 

seis fagos son: 633 (Atoyac1), 634 (Atoyac10), 635 (Atoyac13), 636 (Atoyac14), 637 (Atoyac15) 

y 638 (Atoyac23). Mientras que para los tres hospederos son las siguientes: 1633 (Aeromonas 

PIA_XB1_6), 1634 (Yersinia PAF_XS2_2) y 1635 (Pseudomonas mFC_SR91). 

 

Publicación de los resultados de este estudio 

 

Los hallazgos de este estudio fueron publicados preliminarmente en el servidor para preprints 

bioRxiv (doi: https://doi.org/10.1101/2020.08.07.242396) y luego en su versión final en el journal 

mSystem de la Sociedad Americana de Microbiología (ASM) (DOI: 

https://doi.org/10.1128/mSystems.00773-20 (ver sección de Anexos para consultar esta versión). 

  

https://identifiers.org/resolve?query=insdc:MT682386
https://identifiers.org/resolve?query=insdc:MT682391
https://www.phage.ulaval.ca/en/home/
https://doi.org/10.1101/2020.08.07.242396
https://doi.org/10.1101/2020.08.07.242396
https://doi.org/10.1128/mSystems.00773-20
https://doi.org/10.1128/mSystems.00773-20
https://doi.org/10.1128/mSystems.00773-20
https://doi.org/10.1128/mSystems.00773-20
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Material suplementario 

 

Figuras suplementarias 

 

 
Figura S1. Comparación genómica de los fagos Atoyac y sus principales regiones variables. Una 

visualización lineal de la comparación de los genomas de los fagos Atoyac obtenida con Mauve (48) es 

mostrada. Cada genoma de fago es representado por un gráfico de similitud en color rojo (los nombres 

respectivos son mostrados a la izquierda) y las regiones codificantes anotadas son mostradas como cajas 

blancas. La altura o relleno de los gráficos es proporcional al nivel de identidad de secuencia en la región 

del genoma que está siendo observada, con espacios vacíos representando regiones con mayor 

variabilidad (menor nivel de similitud) y secuencias que son específicas para algunos de los fagos. Una 

vista ampliada de las dos principales regiones variables en los fagos Atoyac es mostrada en el panel 

https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#B48
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inferior. Una de las regiones comprende dos ORFs estructurales asociados con las colas de los fagos (a 

las izquierda), y la otra corresponde a una región no codificante (enriquecida en promotores putativos, [ver 

material descargable: Table S1]) y a una serie de pequeños ORFs putativos de función desconocida (a la 

derecha). Los bloques pequeños de un mismo color corresponden a porciones de DNA compartidas entre 

los fagos en esta región variable. 

 

 
Figura S2. Evidencia de la pureza de los fagos Atoyac. Los fagos Atoyac fueron aislados siguiendo 

múltiples pasos de control para asegurar su pureza (ver Figura 1 y detalles en Materiales y Métodos). (A) 

Los stocks purificados mediante ultracentrifugación en gradiente de CsCl siempre mostraron una 

consistente morfología de placa en el hospedero propagativo y otras cepas susceptibles (Figura 2). (B) 

Una sola banda definida (conteniendo los fagos puros ) fue observada después de la purificación en el 

gradiente de CsCl. (C) La estimación de los tamaños de los genomas obtenida a partir de la digestión de 

sus DNAs genómicos (43,450 pb, enzima NdeI) fue muy similar a el tamaño del genoma del único 

ensamble obtenido a partir de la secuenciación genómica (41,7 pb en promedio). (D) Una sola morfología 

de virión (correspondiendo al morfotipo podovirus) fue observada mediante microscopía electrónica de 

transmisión para los stocks puros de los fagos Atoyac. 

 

 

https://journals.asm.org/doi/suppl/10.1128/mSystems.00773-20/suppl_file/msystems.00773-20-st001.xlsx
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Figura S3. Comparación de la morfología de placa de los fagos Atoyac1 y Atoyac23 a través de los 

experimentos de evolución experimental. Tres réplicas biológicas (linajes, R1-R3) de los fagos Atoyac1 

y Atoyac23 fueron propagadas secuencialmente durante 10 pases en la cepa de Pseudomonas SR91 

(paneles A1 y B1), en la cepa de Yersinia XS2-2 (paneles A2 y B2) y alternando hospederos entre las 

cepas XS2-2, SR91 y Aeromonas XB1-6 (paneles A3 y B3). Las resultantes morfologías de placa de los 

pasos de propagación 5 y 10 son comparadas respecto a la morfología inicial (paso 0) en la cepa de 

Pseudomonas SR91. 
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Tablas suplementarias 

 

 
Tabla S1. Sitios de muestreo y lugares de aislamiento de los fagos Atoyac. La tabla indica los sitios 

muestreados en este estudio, su ubicación geográfica, niveles de contaminación asociados y los fagos 

promiscuos aislados a partir de ellos. Notas: ND, no determinado, * En estos sitios el fago crAss fue 

detectado por PCR,  ** Origen de los sitios de las muestras: Río = Efluente natural con escasa perturbación 

humana por residuos provenientes de las ciudades, Río/Aguas residuales = Efluentes naturales altamente 

perturbados con residuos de las ciudades, Aguas residuales = Efluente artificial designado para el 

transporte de residuos de las ciudades. *** Categorías que reflejan el número de coliformes detectado: 

Contaminado => 10E3/mL, Intermedio  => 10E2, Limpio = < 10E2. 

 

 
Tabla S2. Parámetros ambientales de los sitios de muestreo. La tabla muestra los valores de diversos 

parámetros ambientales registrados en los sitios muestreo de este estudio. Los valores promedio 

mostrados provienen de las mediciones obtenidas con un instrumento HANNA multi-paramétrico HI9828, 

operado en modo de mediciones continuas durante un minuto a lo largo de un transecto de 10 m para cada 

sitio muestreado (las muestras y sus parámetros ambientales fueron tomadas entre el día Mayo 13 y Mayo 

16 del año 2016, considerada temporada de estiaje). Notas: ND = no determinado, DO = oxígeno disuelto,  

ORP =  potencial óxido-reducción, TDS = sólidos disueltos totales. 

 

Table S1 : Predicción in silico de promotores en la región intergénica de los fagos Atoyac (archivo 

descargable nombrado msystems.00773-20-st001.xlsx). 

  

https://journals.asm.org/doi/suppl/10.1128/mSystems.00773-20/suppl_file/msystems.00773-20-st001.xlsx
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Sets de datos suplementarios descargables 

 

Data Set S2 (archivo msystems.00773-20-sd002.xlsx): Medios y condiciones usadas en los 

ensayos de plaqueo. Títulos y EOPs de los fagos Atoyac en los aislados susceptibles. Test de 

Mann-Whitney U de las diferencias de las EOPs entre grupos taxonómicos y subgrupos para 

cada fago. 

 

Data Set S3 (archivo msystems.00773-20-sd003.xlsx): Mapeo de lecturas de metagenomas a los 

genomas del fago crAss (crAssphage) y del fago T4.  

 

Data Set S4 (archivo msystems.00773-20-sd004.xlsx): EOPs de los ensayos de evolución 

experimental y test de ANOVA. 

 

Notas 

 

Diversos archivos del material suplementario pueden ser consultados solo a través de los links 

asociados para su descarga (Table S1; Data Set S2; Data Set S3; Data Set S4) debido a la gran 

cantidad de datos que comprenden. 

 

  

https://journals.asm.org/doi/suppl/10.1128/mSystems.00773-20/suppl_file/msystems.00773-20-sd002.xlsx
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS3
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS4
https://journals.asm.org/doi/suppl/10.1128/mSystems.00773-20/suppl_file/msystems.00773-20-st001.xlsx
https://journals.asm.org/doi/suppl/10.1128/mSystems.00773-20/suppl_file/msystems.00773-20-sd002.xlsx
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS3
https://journals.asm.org/doi/10.1128/mSystems.00773-20#dataS4
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