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RESUMEN 
 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram-negativa considerada 

como patógeno oportunista causante del 10-20% de las infecciones de 

pacientes hospitalizados.  Posee gran versatilidad metabólica y es resistente a 

un gran número de antibióticos y metales pesados. Se ha reportado que la 

mayoría de las cepas clínicas de P. aeruginosa son lisógenas y que los 

bacteriófagos juegan un papel importante en la  transferencia genética 

horizontal y por ende en la virulencia bacteriana. El fago FIZ15 fue aislado en 

nuestro laboratorio a partir de una cepa clínica de P. aeruginosa. Se ha 

reportado que FIZ15 causa conversión lisogénica, expresada como 

incrementos de la adhesión de la lisógena a células bucoepiteliales humanas 

(CBH),  de  la resistencia al efecto bactericida del suero humano y de la 

resistencia a la fagocitosis por macrófagos peritoneales de ratón. El propósito 

de este trabajo fue construir un banco genómico de FIZ15 para ello el ADN de 

FIZ15 se digirió con las enzimas de restricción Hind III y Sau 3A1, los 

fragmentos se ligaron en el gen lacZ  del  plásmido pUC19 (linealizado con 

Hind III y Bam HI). Los plásmidos recombinantes se introdujeron por 

transformación a la cepa DH5α de E. coli  y seleccionándose las transformantes 

Lac- por resistencia a ampicilina, α-complementación y análisis de restricción. 

De este modo se obtuvo el banco genómico de FIZ15 que mide 54 800 pb 

representado en 10 clonas. 



I.  INTRODUCCIÓN 

 

1. Pseudomonas aeruginosa. 

 

P. aeruginosa  es un bacilo gramnegativo dotado de motilidad que mide 

aproximadamente 0.6 x 2 µm. Es aerobio facultativo y crece en muchos tipos 

de medios de cultivo, a temperaturas entre 4°C y 42°C, en los que forma 

colonias redondas y lisas de color verde fluorescente. Con frecuencia produce 

un pigmento azuloso no fluorescente, la piocianina, que difunde en el agar. 

Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos 

orgánicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar 

nichos en los que son escasos los nutrientes y que otros organismos no 

pueden asimilar (Hardalo y Edberg, 1997), por ello se encuentra ampliamente 

distribuida en la naturaleza, se puede aislar de muestras de suelo, aguas 

destiladas y contaminadas, así como de plantas y animales. 

 

P. aeruginosa  PAO1 está libre de profagos y se utiliza ampliamente 

como modelo para estudiar aspectos bioquímicos y genéticos. Recientemente 

se publicó la secuencia completa del genoma de la cepa  PAO1 (cepa tipo de P. 

aeruginosa ).  El tamaño de su genoma es de 6.3 millones de pares de bases, 

siendo el  genoma bacteriano secuenciado más grande en comparación con 

otros genomas de bacterias secuenciados. Su secuencia provee información 

acerca de su gran versatilidad metabólica así como una alta proporción de 
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genes reguladores involucrados en el catabolismo, cuatro sistemas de 

quimiotaxis y de transporte de componentes orgánicos. Más de la  mitad de  

los genes de P. aeruginosa  PAO1 muestra una homología cercana y un arreglo 

transcripcional en operones muy similar al de Eschericha coli. Del análisis del 

genoma de esta bacteria es notoria la gran abundancia de genes que parecen 

codificar para bombas que sacan compuestos de las célula (Sttover et al., 

2000). La abundancia de estos transportadores pudiera estar relacionada con 

su alta resistencia a distintos compuestos tóxicos (Nikaido et al., 1996) y en 

ultima instancia con su gran versatilidad; además de mencionar que el arreglo 

de los genes que intervienen en la virulencia de la bacteria no están 

codificados en las conocidas  islas de patogenicidad  sino más bien están 

disgregados en su cromosoma (Sttover et al., 2000). 

 

1.2 ESTRUCTURAS ANTIGÉNICAS Y TOXINAS. 

      

P. aeruginosa  representa un problema en el sector salud, sobre todo en 

centros hospitalarios cuando se trata de pacientes inmunocomprometidos, 

debido a la dificultad de erradicar a esta bacteria ya que presenta una alta 

resistencia a antibióticos.  

  

 Esta bacteria produce una serie de compuestos tóxicos que participan 

en la patogénesis e infección además de contar con pilis que se extienden 

desde la superficie de la célula y promueven la adhesión sobre las células 
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epiteliales del huésped. La cápsula de polisacáridos es la responsable de las 

colonias mucoides presentes en cultivos de pacientes con fibrosis quística 

(Govan y Deretic, 1996). La mayor parte de las cepas de P. aeruginosa  

aisladas de infecciones clínicas produce enzimas extracelulares que causan 

daño tisular e interfieren con el sistema inmune (Doring et al., 1987). Entre las 

enzimas excretadas por P. aeruginosa  se encuentran: elastasas, proteasas y 

dos hemolisinas: una fosfolipasa C  termolábil y un glucolípido termoestable, 

así como el lipopolisacárido (LPS) (Tabla 1), el cual está presente en múltiples 

inmunotipos, y actúa como endotoxina (Murray y Kobayashi, 1997).   

     

Las toxinas que destacan en P. aeruginosa  son las exotoxinas A y S, así 

como enzimas hidrolíticas las cuales producen necrosis tisular degradando las  

membranas y tejidos de diversos órganos. La exotoxina A impide la síntesis de 

las proteínas del hospedero mediante un mecanismo de acción idéntico al de 

la toxina diftérica, aunque su estructura no es idéntica (Pavloskis et al., 1978). 

 

 1.3 PATOGENIA. 

 

P. aeruginosa  sólo es patógena oportunista cuando se introduce en 

regiones desprovistas de defensas normales, por ejemplo, mucosas y piel 

dañada por lesiones tisulares (Brooks et al., 2002); por el empleo de catéteres 

intravenosos o urinarios o cuando hay neutropenia, como en los pacientes 

cancerosos sometidos a quimioterapia (Bergen y Shelhamer, 1996). Las 
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bacterias se unen a las mucosas o la piel y las colonizan, invaden localmente y 

producen enfermedades sistémicas. Estos procesos se favorecen por pili, 

enzimas y toxinas, descritas antes. El LPS desempeña una función directa en 

el origen de la fiebre, choque, oliguria, leucocitosis, y leucopenia, coagulación 

intravascular diseminada y síndrome de insuficiencia respiratoria del adulto. 

 
 
 

Tabla 1. Factores de Virulencia de Pseudomonas aeruginosa  

 

FACTORES DE 
VIRULENCIA 

 
EFECTO BIOLÓGICO 

Pili Adherencia el epitelio respiratorio (Woods et al., 

1980). 

Cápsula Adherencia al epitelio traqueal (Pollack, 1984). 

Endotoxina Síndrome de sepsis: fiebre, shock, oliguria, 

leucopenia o leucocitosis, coagulación  

intravascular diseminada, anomalías metabólicas 

(Cryz et al., 1984; Wieland et al., 2002). 

Exotoxina A Inhibición de la síntesis de proteínas (Wick et al., 

1990; Young, 1980; Wieland et al., 2002). 

Exoenzina S Inhibición de la síntesis de proteínas (Iglewsky et 

al., 1978; Young, 1980).  

Elastasa Lesión tisular vascular, inhibición de la función 

neutrófila (Schultz y Miller, 1974). 

Proteasa Alcalina Lesión tisular; anticomplemento; inactivación de 

IgG (Kawaharajo et al., 1975). 

Fosfolipasa C Lesión tisular (Berka y Vasil, 1982; Wieland et al., 

2002). 
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Esta bacteria está caracterizada por presentar resistencia a muchos 

agentes antimicrobianos, lo que dificulta el tratamiento de los pacientes 

infectados. También es frecuente que las cepas de P. aeruginosa sean 

resistentes a metales pesados entre los que destacan el cromato, cadmio, 

arsenato y telurio (Summers y Jacoby, 1978). Se ha  reportado que la mayor 

parte de las cepas clínicas de P. aeruginosa  son lisógenas y algunas 

polilisógenas (Holloway, 1975); lo cual puede estar relacionado con la 

adquisición de nueva información genética y por tanto con  su virulencia.  

 
 
2.  BACTERIÓFAGOS. 

 

Las bacterias son huéspedes de un grupo especial de virus que reciben 

el nombre de bacteriófagos o fagos. Aunque un fago determinado es 

sumamente específico para su huésped, es muy probable que cualquiera de 

los tipos conocidos de bacterias pueda servir como huésped de uno o más 

bacteriófagos.  

 

Los bacteriófagos son uno de los elementos genéticos que juegan un 

papel importante en la adquisición de nueva información genética por  varias 

especies bacterianas y que llevan a la evolución de éstas (Cheetham y Katz, 

1995). Los bacteriófagos se definen como virus que infectan células 

bacterianas, siendo parásitos intracelulares a nivel genético, ya que requieren 
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de la maquinaria biosintética bacteriana para su replicación, trascripción y 

traducción para poder multiplicarse. 

 

2.1 COMPOSICIÓN QUÍMICA. 

 

Los fagos están  compuestos por un solo tipo de ácido nucleico y nunca 

por ambos. Según el tipo de ácido nucleico que contengan se les denomina 

fagos ADN o ARN. Las proteínas estructurales constituyen el otro componente 

siempre constante en éstos. Algunos fagos también contienen lípidos como el 

caso del fago PM2, pero esto es excepcional. 

 

Se ha  encontrado gran variabilidad en el ácido nucleico de los fagos, 

muchos contienen ADN de doble cadena (biténico) o de cadena simple 

(monoténico) y otros presentan ARN de una cadena. A veces se llegan a 

encontrar bases raras en el ácido nucleico, como el caso de la 

hidroximetilcitosina de los fagos de la serie T (T2, T4 y T6) en lugar de la 

citosina, y ciertos fagos de Bacillus subtilis que contienen 5-hidroximetiluracilo 

en vez de timina. (Espejo,  1980) 

 

  El ácido nucleico del fago contiene la información necesaria para su 

reproducción en la bacteria hospedante, el cual se encuentra alojado en la 

cápside (poliédrica o filamentosa), protegido por proteínas contra la acción de 
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nucleasas. El ADN de los bacteriófagos tiene forma lineal, pero no es raro 

observar la aparición de formas circulares durante su duplicación. 

 

 Los genomas de los fagos varían ampliamente en tamaño. El genoma 

fágico más pequeño que se conoce, es del fago  MS2, que es una sola molécula  

de ARN con 3, 566 nucleótidos y con sólo tres genes funcionales (Min-Jou et 

al., 1972). En comparación, los fagos más grandes poseen suficiente ADN para 

codificar aproximadamente 200 proteínas de tamaño promedio; hay genes 

para la cubierta proteica, morfogénesis, enzimas y reguladores de la 

replicación del fago, inhibidores de las enzimas de restricción del huésped, 

enzimas de reparación del ADN, enzimas que intervienen en la recombinación,  

y proteínas que intervienen en la integración y escisión del ADN del profago. 

 

 2.2 MORFOLOGIA. 

 

La forma y tamaño de los bacteriófagos varía bastante de unas especies 

a otras, pero al ser observados al microscopio electrónico, todos presentan una 

estructura básica que puede ser poliédrica o filamentosa.  La forma 

predominante de los fagos poliédricos es el icosaedro (cápside). Los fagos con 

esta estructura contienen en ella el ácido nucleico y la mayor parte de las 

proteínas, generalmente van dotados de una cola con variaciones en cuanto a 

tamaño y forma de acuerdo a la especie; esta cola puede contener a su vez 

varios apéndices, como fibras o estructuras terminales. Es frecuente que los 
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fagos carentes de cola tengan pequeñas espículas ubicadas en los vértices del 

icosaedro. Los fagos filamentosos son bastantes simples, ya que no poseen 

apéndices, con una estructura más cilíndrica, con el ácido nucleico ubicado en 

una cavidad helicoidal interna. 

 
El icosaedro y el filamento están formados por subunidades 

estructurales proteicas, cuyo número varía dependiendo de la complejidad del 

fago. Esta estructura de subunidades es general en los virus y ha sido 

confirmada por estudios de difracción de rayos X, microscopia electrónica  y 

análisis químicos. 

 

2.3  CICLOS DE VIDA. 

 

Los bacteriófagos presentan ciclos de vida definidos y de acuerdo a ellos se les 

clasifica como líticos o temperados (lisogénicos). 

 

A) VÍA LÍTICA       

 

Para la mayoría de los fagos, esta vía comienza por la colisión al azar 

entre estos y la bacteria, que resulta en la adsorción del fago a un receptor 

específico de la superficie bacteriana por una reacción de afinidad 

estereoquímica. Posteriormente el fago inyecta su ADN mediante un proceso 

muy complejo, que incluye la contracción de la vaina que rodea la cola viral. El 

ADN es introducido de manera lineal al interior de la bacteria, donde dirige la 
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síntesis de proteínas estructurales fágicas así como la replicación de su ADN, 

que es encapsidado para formar nuevos bacteriófagos. Una vez que eclosiona 

la bacteria por acción de enzimas hidrolíticas, codificadas por el mismo 

genoma viral, los fagos liberados  pueden reiniciar el ciclo infectando a otras 

bacterias. 

 

El ciclo lítico consta de cuatro fases: (1) adsorción del fago a la célula 

huésped; (2) inyección del  material genético del virus; (3) morfogénesis y (4) 

lisis (Fig. 1a). 

 

B) VÍA LISOGÉNICA 

      

Otros fagos llamados temperados pueden seguir cualquiera de dos vías 

mutuamente excluyentes: la lítica, ya descrita, y la vía lisogénica, la cual 

ocurre de manera similar al ciclo lítico en cuanto a adsorción e inyección del 

ADN fágico. Sin embargo, la expresión de los genes estructurales y de lisis se 

reprime por la acción de una proteína represora  codificada por el genoma 

viral, y el ADN viral inyectado se integra al cromosoma bacteriano, 

replicándose como parte de éste y heredándose a las células hijas (Fig. 1b). Se 

llaman  lisógenas o lisogénicas  a  las bacterias  que presentan la capacidad de 

producir  partículas  de  fagos  en  ciertas condiciones,  mientras que los fagos   
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Fig 1. Ciclo de vida del fago λ. Después de la infección del 
bacteriófago, éste se desarrolla siguiendo la vía lítica (a) o la 

lisogénica (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 



 

 

11 

capaces de establecer este tipo  de relación reciben el nombre de fagos 

temperados. La forma latente del genoma viral que permanece en el interior 

del huésped sin destruirlo se conoce como profago. El profago suele estar 

integrado al genoma bacteriano, aunque algunos profagos permanecen como 

plásmidos. 

 

Las lisógenas son inmunes a la superinfección por fagos de la misma 

inmunidad que el profago. Esta inmunidad se debe a que el represor se 

sintetiza en niveles superiores a los necesarios para reprimir los genes del 

profago, de modo que cuando otro fago de la misma inmunidad inyecta su 

ADN a la lisógena, éste es reconocido por el represor (unión al o los 

operadores) y no puede seguir la vía lítica ni la lisogénica, perdiéndose por 

dilución a medida que el cultivo crece . 

 

2.4 CONVERSIÓN LISOGÉNICA y TRANSFERENCIA GENÉTICA 

HORIZONTAL. 

   

  Un fago temperado puede inducir un cambio en el fenotipo de su célula 

huésped, este tipo de cambio recibe el nombre de conversión lisogénica que 

con frecuencia implica alteraciones en las características de superficie celular, 

en la producción de toxinas  o en las propiedades antigénicas de la bacteria 

(Kropinski, 2000). Por ejemplo, los fagos pueden alterar las propiedades de la 

bacteria hospedera, en cualquiera de todos los estadios del proceso infeccioso 
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incluyendo la adhesión  bacteriana, colonización, invasión y extensión a través 

de los tejidos humanos; resistencia al sistema inmune; producción de 

exotoxinas; alteración en la sensibilidad a antibióticos, y transmisibilidad 

entre humanos (Wagner y Waldor, 2002).  

 

Los bacteriófagos son uno de los elementos genéticos que juegan un 

importante papel en la adquisición  de nueva información genética  por varias 

especies bacterianas, y se ha estimado que cerca del 20% del genoma 

bacteriano puede estar compuesto por genes de bacteriófagos (Casjens et al., 

2000). Frecuentemente el genoma de los fagos contiene una gran variedad de 

genes de los cuales no todos intervienen en su ciclo de vida, y en ocasiones 

estos genes son transferidos horizontalmente a las bacterias por la infección 

de los fagos. Cuando estos genes llegan a codificar para factores de virulencia,  

la lisogenización por el fago incrementa la virulencia de la bacteria y algunas 

veces convierte a las no patógenas en altas y peligrosamente patógenas 

(Nakayama e t al., 1999). 

 

Entre los mecanismos para la transferencia de ADN la conversión 

lisogénica por los bacteriófagos parece ser ventajosa en muchos casos. La 

conversión lisogénica es eficiente y en contraste con la transferencia de 

plásmidos por medio de la conjugación, no requiere un contacto íntimo entre 

las bacterias. 
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  Los bacteriófagos pueden sobrevivir  a condiciones críticas y en 

muchas de las ocasiones eliminar a la población bacteriana; pero cuando el 

ADN “extraño” es benéfico e importante para la población,  puede ser 

conservado y reintegrado (Miao y Miller, 1999). 

 

Por citar un ejemplo de conversión lisogénica y transferencia genética 

horizontal, el fago temperado ? CTX aislado de P. aeruginosa  codifica para una  

toxina formadora de poro, llamada citotoxina (Hayashi et al., 1990). El gen de 

la citotoxina (ctx) está presente en el genoma del fago ?CTX y las cepas de P. 

aeruginosa  que son lisogenizadas por éste se convierten en productoras de la 

citotoxina. Las cepas productoras de la citotoxina son más virulentas que las 

isogénicas no productoras (Baltch et al., 1994). Otro ejemplo de transferencia 

lateral es el caso de Vibrio cholerae,  este patógeno depende de la producción 

de dos factores de virulencia importantes la toxina co-regulada por pilus (TCP) 

que es un factor de colonización y la toxina del cólera, que es una exotoxina. 

Los genes para estas toxinas están contenidos dentro del genoma de un fago 

filamentoso llamado CTX?, el  cual infecta a esta bacteria (Waldor y 

Mekalanos, 1996). Y para el caso de Salmonella se ha propuesto que la 

transferencia genética lateral ha sido una de la  mayores directrices en  la 

evolución  de este género bacteriano y su virulencia (Zhang et al., 2002).  

 

Los  modelos más reconocidos de fagos que codifican para factores de 

virulencia son aquellos que dirigen la síntesis de  exotoxinas; estas incluyen 
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toxinas eritrogénicas de Streptococcus pyogenes (Weeks y Ferretti, 1986; 

Johnson et al., 1986), la estafilokinasa y enterotoxina A de Staphylococcus 

aureus (Coleman et al., 1989), la toxina Shiga-like y enterohemolisina (Ehly2) 

producidas por E. coli (Newland et al., 1985; Beutin et al., 1993), la 

neurotoxina de Clostridium botulinum (Barksdale y Arden, 1974). En muchos 

de estos casos, los genes para estas toxinas están localizados cerca del sitio de 

integración del bacteriófago, sugiriendo que estos genes fueron adquiridos por 

transducción (Coleman et al, 1989; Laird y Groman, 1976; Jonson et al., 

1986; Betley y Mekalanos, 1988; Hayashi et al., 1990). Otros genes de 

virulencia llevados por los bacteriófagos incluyen  genes para la producción de 

cápsula por S. pneumoniae (Russel, 1991) y los probables genes de virulencia 

glo, los cuales son similares a la proteína G de los eucariontes que son 

llevados por el fago temperado K139 de V. cholerae (Reidl y Mekalanos, 1995). 

Se ha propuesto que la localización de estos genes para toxinas en los 

genomas de los bacteriófagos puede ser una estrategia que permite la rápida 

distribución para genes que codifican distintas variantes antigénicas de 

toxinas, siendo estas el principal blanco de la respuesta inmune del hospedero 

(Betley et al., 1986). 

 

Se ha demostrado que algunos profagos están involucrados en la 

adhesión bacteriana, entre estos destacan: el fago λ, el cual codifica para la 

proteína Lom (codificada por el gen lom) que promueve la adhesión a células 

bucoepiteliales humanas (Vaca et al., 1997); el fago SM1 que codifica para dos 
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proteínas de membrana PblA y PblB que promueven la adhesión de 

Streptococcus mitis a plaquetas (Besing et al., 2001) y el fago FIZ15 que 

también promueve la adhesión de P. aeruginosa  a células bucoepiteliales 

humanas (Vaca et al., 1999).  

 

 

3. Bacteriófagos que causan conversión lisogénica en Pseudomonas 

aeruginosa. 

  

 Las secuencias de los genomas de muchas bacterias y de los 

bacteriófagos que las infectan han estado siendo completadas rápidamente y 

en proporciones incrementadas; lo cual brinda una noción acerca de la 

evolución de los fagos y de su hospedero. Anteriormente se había mencionado 

que muchas de las cepas de  P. aeruginosa   son lisógenas  por lo que resulta 

interesante mencionar a la mayoría de los fagos que tienen la capacidad de 

infectar varios aislados clínicos de P. aeruginosa   (Tabla 2) y cómo pueden 

llegar a ser la principal razón de su estudio. Los fagos más conocidos hasta 

ahora que infectan a esta cepa son el fago F116L, fago filamentoso de 

transducción generalizada; el fago D3 relacionado con los fagos lambdoides; 

? CTX (descrito anteriormente) y el recientemente publicado ?KMV  el cual 

tiene una relación muy estrecha con los fagos T7-like (Lavigne et al., 2003). 

Estos fagos al estar emparentados con otros fagos que infectan sólo cepas de 

E. coli  y que ahora abrieron sus vías de infección hacia otro tipo de bacteria 
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como P. aeruginosa ,  indican de modo indirecto el ancestro del que provienen y 

la gran evolución en sus vías de infección y sus células hospederas.   

 
 

Tabla 2. Diferentes bacteriófagos que infectan a Pseudomonas aeruginosa , se 
muestran su tamaño en pares de bases y el número de acceso a Genbank. 

 

FAGO 
TAMAÑO pb N° ACCESO REFERENCIA 

D3 56 426 NC 002484 Kropinski,  2000 
? PaP3 45 503 NC 004466 Datos no publicados 
? PaP2 43 783 NC 005884 Datos no publicados 
? KMV 42 519 NC 005045 Lavigne et al., 2003 

? D3112 37 611 NC 005178 Datos no publicados 
? CTX 35 580 NC 003278 Nakayama et al., 1999 
? PF1  7 349 NC 001331 Hill et al., 1991 
? PF3 5 833 NC 001418 Luiter et al., 1985 
? PP7 3 588 NC 001628 Olsthoorn et al., 1995 

 
 

 

4. Bacteriófago D3 

 

  D3 es un bacteriófago temperado, tiene cápside poliédrica de 55 nm de 

diámetro, cola flexible de 7 por 113 nm y de la que se proyectan 6 apéndices 

(Gilakjan y Kropinski, 1999). Pertenece a la familia Siphoviridae, la cápside 

envuelve al ADN lineal que mide 56 426 pb. Su genoma contiene 90 marcos de 

lectura abierta (ORF´s) y 4 genes específicos para tRNAs. Los tRNAs pueden 

funcionar en la traducción de ciertas proteínas altamente expresadas 

(Kropinski,  2000). 
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El Bacteriófago D3 fue obtenido de un aislado clínico de P. aeruginosa  

por Holloway y Cooper (1962) quienes notaron que después de la 

lisogenización de la célula por D3 hay cambios en las propiedades serológicas 

de ésta. Kuzio y Kropinski (1983) mostraron que el LPS obtenido de la lisógena 

[PAO1 (D3)] carece de la actividad del receptor para este fago y que el 

antígeno-O del LPS tiene cambios debido a ciertas alteraciones químicas 

inducidas por el profago.  

 

Farinha y Kropinski (1997) clonaron y analizaron la región involucrada 

en la inmunidad y en  la morfogénesis de la cápside  observando que presenta 

gran homología en estructura y función con la región  de inmunidad de los 

fagos lambdoides, e igualmente describieron un ORF capaz de codificar una 

proteína tipo represor de 223 aminoácidos estructurada de modo similar a la 

de los fagos lambdoides.                

 

 5. Bacteriófago FIZ15. 

 

El bacteriófago temperado FIZ15 fue aislado a partir de una  cepa clínica 

de P. aeruginosa . Este fago causa conversión lisogénica en la capa PAO1 (libre 

de fagos, estudiada genética y bioquímicamente). La lisógena (cepa  

denominada PIZ15) muestra adhesión aumentada a células bucoepiteliales 

humanas mediante un mecanismo, adicional al mediado por pili, el  cual 

requiere que las bacterias estén metabólicamente activas, ya que el 
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incremento en la adhesión no ocurre cuando se agrega un desacoplante de la 

fosforilación oxidativa a la mezcla bacterias-células durante el ensayo de 

adhesión (Vaca et al., 1989; 1999). FIZ15 también incrementa la resistencia al 

efecto bactericida del suero humano normal. (Vaca et al., 1988; 1999). Además 

el profago FIZ15 aumenta la virulencia de PAOI en el modelo de ratón 

quemado. Lo cual muestra otro ejemplo de conversión lisogénica e incremento 

en la patogenicidad de P.  aeruginosa. 

 

Aparentemente los fenotipos de adhesión y resistencia al suero 

incrementados se deben a que el profago FIZ15 causa un alteración superficial 

a nivel del antígeno O, el cual es el propio receptor para el fago, ya que la 

lisógena PIZ15 no permite la adsorción de FIZ15 ni del fago D3 de P. 

aeruginosa , que se adsorbe específicamente al antígeno O y lo modifica por 

introducción de un grupo acetilo en la posición 4 de la fucosamina y por el 

cambio de un enlace entre las unidades repetidas de trisacáridos de a 1-4 a ß 

1-4 (Kuzio y Kropinski, 1983). De acuerdo a lo descrito para el fago D3 y su 

relación tan íntima con el fago ?, y del mismo modo su semejanza con FIZ15 

en cuanto a la célula blanco de infección que es P. aeruginosa  y su parecido 

morfológico,  se cree que el bacteriófago FIZ15 proviene del mismo linaje de los 

fagos lambdoides.  
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6.  BANCOS GENÓMICOS  

 

Las técnicas experimentales de ingeniería genética, ADN recombinante y 

biotecnología constituyen  actualmente la metodología más poderosa y eficaz 

para elucidar la estructura y función de genes y cromosomas y por ende para 

resolver un sinnúmero de problemas de carácter inmunológico, además de  

ofrecer soluciones potenciales a corto plazo. Un banco genómico se puede 

definir como un conjunto de clonas que contienen fragmentos de ADN 

insertados en un vehículo de clonación (plásmido o fago), representando todo 

el genoma de un organismo particular. 

 

Dentro de las técnicas de recombinación de ácidos nucleicos in vitro es 

interesante mencionar que el establecimiento de librerías genómicas o bancos 

de clonas es la base para este trabajo en particular. La construcción de el 

banco genómico de un bacteriófago permite estudiar los mecanismos 

regulatorios del ciclo lisogénico y del ciclo lítico del fago, las secuencias 

involucradas con los factores de virulencia y la relación filogenética del 

bacteriófago con los fagos lambdoides. Por lo que el  propósito de este trabajo 

fue construir un  banco genómico de FIZ15  por restricción y clonación de los 

fragmentos. 
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6.1 Vector pUC19. 

 

Uno de los plasmidos más  empleados como vehículo de clonación es el 

vector híbrido fago-plásmido de la serie pUC (Yanisch-Perron et al., 1985), el 

vector pUC19 presenta varias ventajas: 1) Es un ADN circular, pequeño y  

cerrado covalentemente, lo cual lo hace de fácil aislamiento y manipulación in 

vitro; 2) Contiene el gen amp r como marcador de selección, de este modo sólo 

las células que porten el plásmido crecerán en medio con ampicilina; 3) Es de 

alto número de copias, por lo que se obtienen grandes cantidades de ADN a 

partir de cultivos celulares pequeños; 4) La  región de policlonación contiene 

varios sitios de corte para enzimas de restricción, esto significa que varios 

tipos de fragmentos de restricción pueden insertarse sin modificación alguna; 

5) La región de policlonación interrumpe el extremo 5´ del gen lacZ  de E.coli, 

esto es de gran ayuda ya que de este modo las colonias que posean plásmido 

con ADN extraño insertado pueden distinguirse de las que no llevan ADN 

extraño en el plásmido por una prueba de color. 6) El gen lacZ está bajo el 

control del promotor lac, así los genes insertados en el marco de lectura 

adecuado pueden expresarse para producir productos de fusión β-

galactosidasa-gen extraño; 7) Posee el origen de replicación del plásmido,  así 

la duplicación del ADN del vector produce grandes cantidades de ADN 

plasmídico de doble cadena. y 8) porta el origen de replicación del fago M13 lo 

cual hace posible la producción de ADN de cadena sencilla. 
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El gen LacZ de E. coli codifica a la β-galactosidas, enzima que rompe la 

lactosa en glucosa y galactosa. Este es el primer paso del catabolismo de la 

lactosa en E. coli. La presencia de β-galactosidasa en las células puede 

determinarse con base en la capacidad de ésta para descomponer el sustrato 

5-bromo, 4-cloro, 3-indol-β-D-galactósido (Xgal) en galactosa y 5-bromo, 4-

cloroíndigo; el 5-bromo, 4-cloroíndigo es azul, de este modo las células que 

contienen β-galactosidasa activa producen colonias azules en un medio que 

contenga Xgal; mientras que las células que carezcan de actividad de β-

galactosidasa producen colonias blancas en placas. El desarrollo  de esta 

simple prueba de color facilita enormemente la identificación de 

recombinantes, y así es fácil analizar cientos de colonias visualmente y 

reconocer aquellas que lleven un posible plásmido recombinante para luego 

ser  verificados mediante análisis restricción. 

 

 



II.  OBJETIVOS 

 

1. Objetivo General 

- Construcción del banco genómico del fago FIZ15 

 

 

2.  Particulares  

1. Obtener ADN de FIZ15 y  ADN  plásmidico de pUC19. 

 

2. Restricción del ADN fágico y del plásmido pUC19. 

 

3. Obtener ADN recombinante pUC19- FIZ15 con el que se transformará a 

E. coli DH5α. 

 

4. Tener representado todo el genoma de FIZ15 en clonas de E. coli  Lac Z- 

 

 
 
 



III.  MATERIAL Y MÉTODOS 

 
1.  Material Biológico. 

• La cepa PAO1 de P. aeruginosa  fue donada por B. W. Holloway, 

Monash University, Australia;  y la cepa E. coli  DH5α . 

• El Bacteriófago FIZ15 fue aislado en la FES- Iztacala por S. Vaca 

Pacheco a partir de un aislado clínico de P.  aeruginosa obtenido 

de una herida humana infectada. 

• Plásmido pUC19 utilizado como vector de clonación. 

 

2.  Medios de Cultivo y soluciones 

 

Todos los medios utilizados se obtuvieron de Merck y Bioxón de México. 

Los cuales fueron: Caldo nutritivo (CN), Caldo Luria and Bertania (LB), Agar 

Nutritivo (AN) y Agar Suave (AS) que es CN más agar bacteriológico al 0.6%. 

 

     3. Micrografía electrónica del Bacteriófago FIZ15 

   

Para  obtener la micrografía electrónica se preparó un stock del fago FIZ15. 

Las partículas del fago fueron teñidas negativamente con ácido 

fosfotungstenico. 
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4.  Obtención, Cuantificación y Restricción del ADN de FIZ15. 

 

Para la extracción de ADN fágico se obtuvieron placas aisladas y una de 

ellas se resuspendió en 1 ml de SM (Solución Salina; ver apéndice para su 

composisción) incubándose a 4°C toda la noche. Al siguiente día se infectaron 

100µl de cultivo saturado de bacteria con 150µl de suspensión del fago y  3 ml 

de  AS  sobre una caja de Petri con AN, se incubó a 37°C por toda la noche o 

hasta lisis total. Posteriormente se añadió 5 ml de SM, se incubó a 4°C de 6-8 

h. Al término la suspensión se tomó con pipeta y se enjuagó la caja de Petri 

con 1 ml de SM en posición inclinada para que resbalara el sobrenadante por 

1 min., al lisado se le agregaron 100µl de cloroformo y se incubó en agitación 

por 15 min. a 37°C. Posteriormente se centrifugó a 15,000 r.p.m por 10 min, 

se transfirió el sobrenadante a un tubo estéril para precipitarlo con 4 ml de 

Polietilenglicol al 20% (PEG 6000) por cada 30 ml de lisado, incubándose a 

4°C toda la noche, al término se centrifugó a 15 000 r.p.m a 4°C por 20 min, 

posteriormente se decantó el sobrenadante y se invirtió el tubo para eliminar 

lo más posible los restos de PEG ya que este puede inhibir las reacciones 

enzimáticas. La pastilla se resuspendió en 500µl de buffer TE pH 8.0 y se 

agregó 1 vol de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), agitándolos en 

vortex por 2 min. a nivel medio y centrifugando por 5 min. a temperatura 

ambiente. La fase acuosa (superior) se pasó a otro tubo eppendorf y se le 

adicionaron 2.5 vol de etanol absoluto y 1/10 de acetato de sodio 3M, pH 5.8. 

Se mezcló por inversión y se dejó precipitar por 1h a -20°C. Posteriormente se 
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centrifugó a 14 000 r.p.m durante 15 min. a  4°C. La pastilla se lavó dos veces 

con 1 ml de etanol al 70% y finalmente se resuspendió en 100µl de agua 

inyectable estéril. 

 

La cuantificación de ADN se llevó a cabo por medio de 

espectrofotometría, haciendo una dilución del ADN obtenido (2 µl de ADN en 1 

ml de agua), cuya densidad óptica se midió a una longitud de onda de 260nm 

tomando como blanco 1 ml de agua. La concentración del ADN  se obtuvo 

multiplicando la densidad óptica por la dilución. 

 

 Para la digestión del ADN fágico se probaron varias enzimas, algunas 

que generan extremos romos y otras cohesivos, con el propósito de elegir entre 

ellas la que diera un mejor patrón de restricción; es decir, que originara varios 

fragmentos para tener garantizado que se está abarcando en su totalidad el 

ADN del fago. Como resultado de estos ensayos se eligió a la  enzima Hind III 

(datos no mostrados). Posteriormente se llevo a cabo una cinética de 

restricción en la cual sólo se varió el tiempo de acción de la enzima; la 

reacción enzimática se incubó a 37°C por un tiempo de 30, 60, 90, 120, 150, 

180 y 210 min. La actividad de la enzima se detuvo incubando la mezcla a 

65°C durante 20 min.  
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1. Obtención, Purificación y Restricción del ADN plasmídico. 

 

Para la construcción del banco se utilizó como vector el plásmido 

pUC19, su obtención y purificación se llevó a cabo conforme a la técnica 

descrita  en el Manual de Laboratorio de Sambrook (1989). 

 

La cepa portadora del plásmido se cultivó por estría cruzada  en placas 

de LB incubándose de 12-16h a 37°C, para la obtención de colonias aisladas. 

Se inoculó la colonia en 3 ml de medio LB líquido en tubos de ensayo de 15 ml 

a 37°C con agitación de 200 r.p.m durante 12-16h. El cultivo líquido se 

transfirió a un tubo de microcentrífuga estéril y se centrifugó a 14 000 r.p.m 

por 5 min.; se decantó el sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendió 

en 100 µl de la solución 1 (Glucosa 50 mM; Tris-HCl 25 mM, pH 8.0; EDTA 10 

mM) estéril previamente enfriada en hielo. Se agregaron 200µl de solución 2 

(NaOH 0.2 N; SDS 1%) preparada justo antes de su uso; se agitó por inve rsión 

varias veces, se agregó posteriormente 150µl de la solución 3 (Acetato de 

Potasio 5M; Ácido acético glacial y agua destilada) también fría, se agitó por 

inversión hasta homogenizar y se colocó en hielo por 3-5 min. Se centrifugó a 

14 000 r.p.m durante 10 min. a 4°C. El sobrenadante se transfirió a otro tubo 

de microcentrífuga y se le agregó 1 vol de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico  

(25:24:1); la mezcla se agitó en vortex hasta que estuvo homogénea. Se 

centrifugó 5 min. a 14 000 r.p.m y la fase acuosa se transfirió a otro tubo y se 

le agregaron 2 vol. de etanol absoluto muy frío. Se agitó por inversión y se 
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centrifugó 10 min. a 14 000 r.p.m a 4°C., la pastilla obtenida se lavó con 1 ml 

de etanol al 70% y se centrifugó nuevamente en  las mismas condiciones. La 

pastilla se secó por 10 min. a temperatura ambiente para que se evaporaran 

los restos de etanol y finalmente se resuspendió en 50µl de agua inyectable 

estéril. 

 

Para la restricción del plásmido se utilizó la enzima Hind III (1-3 U) en 

un tiempo de  2h a 37°C. Los fragmentos de restricción del ADN fágico así 

como del plásmido se observaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% 

y 1.0% respectivamente. 

 

2. Ligación de los Fragmentos de ADN fágico al plásmido pUC19. 

 

Para ligar los fragmentos del ADN de FIZ15 al ADN  del plásmido se 

utilizó la T4 DNA ligasa  durante  30s a 10°C, 30s a 30°C por 12 – 16 h en un 

Termociclador Perkin-Elmer, y en una relación molar de 1:3 (ADN plamídico: 

ADN fágico) (Lund et al., 1996). 

 

7. Obtención de Transformantes. 

7.1 Preparación de Células Competentes. 

 

Se inocularon 5 ml de LB con una colonia aislada de E. coli DH5α, se 

incubó toda la noche a 37°C en un baño de agitación. Posteriormente se 
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inocularon 30 ml de LB en un matraz de 250 ml con 1 ml del cultivo previo y 

se incubó a 37°C y 200 r.p.m hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 a 0.6 

leyéndose en una longitud de onda de 600nm. Una vez llegada a la densidad 

óptica se enfrió el cultivo en hielo durante 15 min, en seguida se transfirió el 

cultivo a 2 tubos corex estériles y se centrifugó a 7000 r.p.m durante 10 min. 

Se decantó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 15 ml de 

CaCl2 0.1 M estéril y muy frío. Se incubó en hielo  2-4 h y a continuación se 

centrifugó el cultivo a 7000 r.p.m durante 10 min. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 2 ml de CaCl2 0.1 M estéril y frío 

agregándole 340µl de glicerol 100% estéril y frío. Se alicuotaron 120µl de la 

suspensión celular en tubos de microcentrífuga y se congelaron en nitrógeno 

líquido para después almacenarlos a -70°C. 

 

7.2 Transformación de la ligación 

 

Se descongelaron en hielo 120µl de células competentes y se les 

agregaron entre 100 y 500ng del ADN de la mezcla de la ligación. Se mantuvo 

en incubación a 4°C por 30 min y al término se dió un shock térmico llevando 

la mezcla a 42°C por 2 min. Enseguida se transfirieron las células  a 1 ml de 

LB sin antibiótico, incubando a 37°C en baño de agitación a 200 r.p.m 

durante 1h. Posteriormente se espatularon 100µl de cultivo en el medio de 

crecimiento y con antibiótico adecuado y el resto del cultivo se concentró por 

centrifugación y se espatuló del mismo modo. 



IV. RESULTADOS 

 

1. Micrografía electrónica del Bacteriófago FIZ15 

 

El Bacteriófago FIZ15 fue obtenido de un aislado clínico de P. 

aeruginosa, y el estudio de microscopia electrónica de este bacteriófago 

muestra que es un miembro de la  familia Siphoviridae. Posee una cabeza 

(cápside) y un tallo contráctil flexible ( Fig. 2 ); y  la cápside envuelve al 

genoma que es  ADN de doble cadena. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.  Micrografía electrónica del Fago FIZ15, en la cual se muestra la 
morfología de este fago. Cabeza icosaedrica y tallo flexible. 
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2.  Obtención de ADN fágico. 

 

El ADN fágico obtenido a partir  de lisados fágicos en placa confluente de 

FIZ15 se observó en buenas condiciones lo cual pudo ser corroborado en el gel 

de agarosa (Fig. 3) al notar una banda de gran tamaño en la parte superior, 

con bastante intensidad, no degradado y sin contaminación de ARN, el cual se 

eliminó con RNAsa (10 mg/ml) antes de someterlo a la digestión con la enzima 

de restricción. Por lo que se consideró al  ADN en condiciones óptimas para 

proseguir con la secuencia experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  1              2 

Figura 3. ADN fágico obtenido del Bacteriófago FIZ15. Carril 1: ADN 
de λ .  Carril 2: ADN de FIZ15. Condiciones  de la Electroforesis: 

Agarosa al 0.8%, 120 V, 94 mA  durante 35 min.  
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2.1. Cuantificación de ADN fágico 

 

La cuantificación se llevó a cabo por medio de espectrofotometría, la 

lectura obtenida para la muestra de ADN fágico fue de 0.069 y la dilución que 

se realizó de la muestra fue 1/50, por lo que se obtiene que: 

Concentración de ADN = densidad óptica  x  dilución  x  50ng/µl. 

[ADN] =  0.069 x 50 x 50 ng/µl = 172.5 ng/µl. 

 

2.2. Obtención de los fragmentos del ADN fágico. 

 

Para la digestión del ADN de FIZ15 se probaron varias endonucleasas de 

restricción que fueron Nco I,  Bam HI, Eco RI, Xba  I, Sma I, y Hind III; esto con 

el objetivo de encontrar aquella enzima que diera un mapa de restricción más 

completo y que abarcara todo el ADN del fago; las cinco primeras enzimas  

utilizadas en la digestión daban  pocos fragmentos (de 2 a 4) y en un rango de 

1500  a  4000 pb, lo cual no representaba todo el genoma del fago. La enzima 

Hind III generó 7 bandas con diferentes tamaños moleculares que fueron: 650 

pb, 2 000 pb, 5 000 pb, 7 000 pb, 10 000 pb, 12 000 pb y  una de ∼17 000 pb 

(Fig. 4). Para esto se hizo un ensayo de la digestión realizada a diferentes 

tiempos 30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 min (Fig. 5) para definir el tiempo 

adecuado de corte. Pero como se observa en la figura 5 el tiempo no tuvo 

significancia alguna ya que  los fragmentos obtenidos al minuto 30 son los 

mismos que al minuto 210.  
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Figura 4. Restricción del  ADN fágico con Hind IIII. Carril 1: 1Kb ladder, Carril 
2: ADN de FIZ15 sin digerir, Carril 3: ADN de FIZ15 digerido. EL gel está al 1% 

sometido a electroforesis por 45 min, por lo que no se logro apreciar 
claramente las bandas de mayor tamaño y sólo los fragmentos de 2000 pb y 

650 pb se distinguen. 
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Figura 5. Digestión del ADN fágico con la enzima Hind III a  diferentes 
tiempos (minutos). Del Carril 1 al 7: ADN fágico sometido a restricción 

durante diferentes tiempos, Carril 8: 1 Kb ladder como marcador. Gel al 
0.8% sometido a electroforesis durante 90 min. 
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Por otra parte el fragmento de mayor tamaño obtenido (~17 000 pb) se 

digirió por segunda vez con la enzima Sau 3AI, la cual reconoce como sitio de 

corte cuatro nucleótidos GATC, y por esta razón se eligió ya que es mucho más 

probable que la enzima reconozca cuatro nucleótidos en lugar de seis, y así 

obtener fragmentos más pequeños y así facilitaría la clonación en contraste 

con la  del inserto inicial de gran tamaño.  La digestión de este fragmento con 

Sau 3A1 originó cuatro bandas, con un tamaño de 9 500 pb,  5 000 pb,  2 000 

pb y 1 650 pb (Fig. 6).  

 

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% donde se visualiza la 
digestion del fragmento de ~17 000 pb con la enzima  Sau 3AI.  Carril 1: 1 Kb 

ladder,  Carril 2: Fragmento de ~17 000 pb   Carril   3: Digestión del fragmento 
anterior. 

1           2           3 
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En la tabla 3 se muestra el total de los fragmentos obtenidos, su peso 

molecular y la concentración de cada uno de ellos para su posterior ligación al 

vector pUC19. 

Tabla 3. Numero de fragmentos  obtenidos de las digestiones del DNA de 
FIZ15. Los fragmentos del 1 al 6 son producto de la digestión con Hind III y los 
fragmentos del 7 al 10 fueron obtenidos de digestión del fragmento de ~17 000 

pb con Sau 3A1. 
 FRAGMENTOS TAMAÑO EN pb CONCENTRACIÓN EN                

ng / µl 
1 650 54.5 

2 2 000 63.2 

3 5 000 35.40 

4 7 000  29.0 

5 10 000 23.80 

6 12 000 19.7 

7 9 500 22.6 

8 5 000 36.3 

9 2 000 25 

10 1 650 42.5 

 
 

3. Obtención del ADN plasmídico. 

 
Para la elaboración del banco se utilizó el  vector pUC19, el cual se 

obtuvo por lisis alcalina. En la Figura 7 se observan tres carriles (2, 3 y 4) 

donde se visualiza el ADN de pUC19 el cual tiene un tamaño molecular de 

alrededor  de  3 900 pb ya que se encuentra en su forma superenrollada, 

además de  presentarse sin contaminación por ADN cromosómico, ARN o 

degradado.  
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   1          2          3          4    

      

Figura 7. Electroforesis de pUC19. Carril 1: 1 kb ladder, Carriles 2, 3 y 4: 
pUC19 en su configuración superenrollada.  

 

3.1 Obtención del Vector Restringido 

 

 El plásmido pUC19 fue sometido a restricción total con la enzima Hind 

III, ya que este plásmido tiene un sitio único de reconocimiento en el  

polilinker o MCS (sitio múltiple de clonación). Este sitio se encuentra en el gen 

LacZ que contiene este plásmido, como se observa en la figura 8. Una vez 

abierto el plásmido, vario su patrón de corrimiento en la electroforesis (Figura  

3 900 pb 4 000 pb 
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Figura 8. Mapa del plásmido pUC19, en color azul se encuentra el origen de 
replicación. En color verde el gen que confiere resistencia al antibiótico 

ampicilina y en color rojo el gen lacZ  donde se encuentra el sitio de clonación 
múltiple  (polilinker) con todas las secuencias de reconocimiento  para las 

distintas endonucleasas de restricción. 
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9), encontrando una banda de 2 700 pb de tamaño, lo que revela que está en 

su forma linearizada, arreglo en el que se tiene que encontrar para utilizarlo 

en la ligación. Para el inserto que tuvo doble digestión;  el plásmido fue 

linearizado con una doble digirió (usando Hind III y  Sau 3A1), esta última 

enzima no tiene secuencia de reconocimiento dentro del polilinker del 

plásmido, por lo que se utilizo la enzima Bam HI (cuyo sitio de reconocimiento 

sí está dentro del polilinker) ya que posee extremos compatibles para Sau 3A1 

y de este modo se ligarón los fragmentos obtenidos de la restricción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9. Electroforesis de pUC|19. Carril 1: 1Kb ladder,  Carril 2: pUC19 en 
su forma circularizada,  Carril 3: pUC19 linearizado  
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3.2 Cuantificación del Vector. 

 

La cuantificación se llevó a cabo por medio de espectrofotometría del 

mismo modo que la del ADN fágico. La lectura obtenida para la muestra de 

ADN plasmídico fue de 0.028 y la dilución que se realizó de la muestra fue 

1/50, por lo que se obtiene que: 

 

Concentración de ADN = densidad óptica  x  dilución  x  50 ng/µl. 

[Vector] =  0.028 x 50 x 50 ng/µl = 70 ng/µl. 

 

 

4. Ligación. 

 

Para la obtención de plásmidos recombinantes se cuantificaron las 

concentraciones de todos los fragmentos producto de las digestiones (Tabla 3, 

y la del plásmido linearizado para ligarlos en una relación molar vector: 

inserto de 1:3 (con la formula  descrita en el apéndice). La mezcla de ambos 

ADNs fue ligada con la T4 DNA ligasa en un termociclador Perkin-Elmer con 

las condiciones de 30s a 10°C, 30s a 30°C durante 12 – 16 h. En la Figura 10 

se esquematiza el mapa del plásmido recombinante y la posición en la que se 

encuentran los insertos.     
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Figura 9. Mapa del plásmido pUC19 (recombinante), en donde se encuentran 
los insertos del Fago FIZ15 dentro del gen  LacZ. Una vez ligados los insertos 

estos interrumpen el marco de lectura del gen de la β-galactosidasa. 
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5. Selección de colonias transformadas con plásmidos recombinantes. 

  

 La selección de las bacterias transformadas que llevaran plásmidos con 

fragmentos de ADN de FIZ15 se hizo  desarrollando los candidatos en Agar 

Nutritivo con ampicilina, IPTG y Xgal, tomándose las colonias lactosa 

negativas  (colonias blancas) como portadoras de plásmidos con inserto 

(Figura 11) mientras que las clonas lactosa positivas (colonias azules), sólo 

habían sido transformadas por plásmidos sin inserto, ya que el gen lacZ del 

plásmido no fue desfasado en su marco de lectura mientras que en las 

colonias blancas este gen si fue interrumpido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 11.  Fotografías que muestran la identificación y selección de las 
células que contienen plásmido pUC19 con inserciones de ADN de FIZ15. Las 
colonias azules contienen plásmido sin inserción y las colonias blancas tienen 

plásmido con inserción.  Las cajas contienen  AN complementado con 
ampicilina, Xgal e IPTG.  
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   1    2    3    4    5     6    7    8    9  10  11  12  13  14  15  16 

 

De esta selección se obtuvieron  900 clonas lactosa negativo (con 

inserto), a todas ellas se les extrajo ADN plasmídico con la técnica descrita en 

el manual de Sambrook, encontrando en la electroforesis (Figura 12) que los 

plásmidos que poseían inserto tenían mayor tamaño que los que no contenían.   

 

 

 

Figura 12. Electroforesis de los plásmidos obtenidos de diferentes colonias 
lactosa negativas (Carriles 2-8 y 10-16).Carriles 1 y 9: 1 Kb ladder. 
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6. Búsqueda de los fragmentos por análisis de restricción.  

  

 Para encontrar aquellas clonas que tuvieran los fragmentos, se 

seleccionaron los plásmidos cuyo patrón electroforetico indicara  mayor peso. 

Posteriormente se analizaron por restricción las muestras,  para lo cual se 

digirieron con Hind III con el propósito de comprobar que trajeran inserto, 

verificar su tamaño y tener todas las clonas con cada uno de los insertos 

liberados: 650 pb, 2000 pb y 5000 pb (Fig. 13) y 7000 pb, 10 000 pb y 12 000 

pb (Fig.14). 

 

 

 

 

         

 

      

 

      

 

 

 
Figura 13. Liberación de los insertos por restricción con Hind III. Carril 1: 1 Kb 
ladder; Carril 2: pUC19 linearizado como marcador; Carriles 3, 5, 7: plásmidos 

sin digerir; Carriles 4, 6, 8: plásmidos digeridos. 
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Figura 14. Liberación de los insertos por restricción con Hind III. Carril 1: 1 Kb 
ladder; Carril 2: pUC19 linearizado como marcador; Carriles 3, 5, 7: plásmidos 

sin digerir; Carriles 4, 6, 8: plásmidos digeridos. 
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Para liberar los insertos producto de la doble digestión se utilizó la enzima 

Bam HI, los fragmentos producto de este corte que fueron:  1 650 pb, 2000 pb 

y 5000 pb (Fig 15), y el último fragmento de 9 500 pb (Fig 16). Y así confirmar 

la presencia de estos dentro del plásmido pUC19.  

 

 Una vez encontrados todos los fragmentos de ADN de FIZ15 se sumaron 

para saber el contenido total del ADN en pares de bases, dando por resultado 

que el genoma de FIZ15 tiene  54, 800 pb. 

 
Figura 15. Liberación de los insertos por restricción con Bam HI. Carril 1: 1 Kb 
ladder; Carril 2: pUC19 linearizado como marcador; Carriles 3, 5, 7: plásmidos 

sin digerir; Carriles 4, 6, 8: plásmidos digeridos.  
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Figura 16. Liberación del último inserto por restricción con Bam HI. Carril 1: 1 
Kb ladder; Carril 2: pUC19 linearizado como marcador; Carriles 3: plásmido 

sin digerir; Carriles 4: plásmido digerido.  
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V. DISCUSIÓN 

 

El estudio del genoma de los bacteriófagos proporciona ideas básicas 

sobre diversos conceptos de biología fundamental, como estructura y 

organización genética, regulación temporal de la expresión de los genes, etc. 

Las investigaciones de los genomas virales se han enfocado principalmente a 

los fagos de E. coli,  pero el estudio de los fagos de otros hospederos como P. 

aeruginosa  es esencial para responder preguntas importantes con respecto al 

desarrollo de los bacteriófagos y los procesos evolutivos de éstos, al igual que 

de la bacteria hospedante. 

 

 Las características más importantes que se consideran para la 

clasificación de los fagos son su morfología y el ácido nucleico que poseen, 

aunque el rango de huésped que infectan también influye. El fago λ es uno de 

los mayores representantes de la familia Siphoviridae, a la que pertenece el 

fago FIZ15.  Este fago tiene una cápside icosaédrica proteica que envuelve al 

ADN de doble cadena y una cola contráctil flexible. El tamaño de su ADN es de 

54 800 pb, considerablemente grande, en comparación a los otros fagos que 

infectan a P. aeruginosa   (tabla 2); de los cuales el más similar en tamaño y 

morfología  es el fago D3, con  56 426 pb. La similitud entre FIZ15 y D3 no se 

reduce sólo al tamaño de su genoma; ambos profagos se adsorben al  mismo 

receptor bacteriano (antígeno O del LPS) y causan conversión lisogénica al 

modificarlo (Vaca et al., 1999). Uno de los fenotipos conferidos por FIZ15 y D3 
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a su lisógena es la resistencia al efecto bactericida del suero humano (Vaca et 

al., 1999), propiedad que comparten con otro miembro de la familia 

Siphoviridae, el fago λ (Barondess y Beckwith, 1990). El responsable de la 

resistencia al suero conferida por λ es el gen bor, el cual codifica para una 

lipoproteína de membrana externa (Barondess y Beckwith, 1995), en tanto que 

D3 modifica las cadenas laterales del LPS por introducción de un acetilo en la 

posición 4 de las fucosaminas y por el cambio del enlace entre los trisacáridos 

repetidos de α1→4 a β1→4 (Kuzio y Kropinski, 1983). No se conoce el gen o los 

genes responsables de la conversión lisogénica causada por FIZ15.  

 

Con el propósito de iniciar la caracterización de los determinantes 

genéticos de FIZ15 implicados en la conversión lisogénica, decidimos construir 

un banco genómico de este bacteriófago. 

 

Ahora bien, en las técnicas de ingeniería genética es importante que el 

ADN a clonar (en nuestro caso el ADN fágico y plasmídico) se encuentre en las 

mejores condiciones posibles, esto es, sin degradación, libre de ARN, limpio de 

proteínas y sobre todo carente de los restos de fenol, contaminantes que 

interfieren en la restricción y en la clonación. El ADN fágico se obtuvo en las 

mejores condiciones posibles, ya que se trató con RNAsa y tres veces con 

fenol:cloroformo para eliminar todos los restos de proteínas y de ARN. El ADN 

plasmídico se obtuvo libre de proteínas contaminantes.   
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La pureza de los ADNs se confirmó por su absorción de luz de varias 

longitudes de onda. Una primera lectura se hizo a 320 nm para detectar los 

posibles restos de fenol, cloroformo y alcohol que pudieran estar 

contaminando la muestra de ADN. La segunda lectura fue a 230nm que  

detecta restos de proteínas, y la tercera a 280nm para carbohidratos; y así 

descartar la posibilidad de estar considerando las impurezas y proteínas 

dentro de la lectura de 260 nm. 

 

Una vez cuantificados los ADN´s, se realizó la cinética de restricción de 

éstos en las condiciones ya mencionadas; con los productos resultantes se 

llevó a cabo la ligación para obtener el banco genómico, el cual se utilizó para 

transformar a E. coli DH5α.  

 

Para la transformación se utilizó la cepa receptora en la fase de 

crecimiento log,  ya que es necesario tener a la cepa bacteriana entre el rango 

de 107 y 108 células/ml, ya que en esta fase de desarrollo su pared se está 

sintetizando activamente haciendo mucho mas viable la obtención de células 

competentes; una vez obtenida la densidad celular se trató a la bacteria con 

una solución de CaCl2 muy fría ya que aparentemente este tratamiento induce 

a un estado transitorio de “competencia” por parte de la bacteria, durante el 

cual éstas tienen la capacidad de tomar del exterior ADN derivado de una gran 

variedad de fuentes. 
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En base a todas las ventajas que ofrece el vector se identificaron y        

se seleccionaron las colonias bacterianas que contenían plásmidos 

recombinantes por dos métodos; el primero fue por α–complementación y el 

segundo por análisis de restricción por preparación de ADN plasmídico a 

pequeña escala. El primer  método empleado para la identificación y selección 

de las colonias recombinantes es el uso de la  α–complementación, ya que 

muchos de los vectores usados actualmente (por ejemplo los de la serie pUC) 

llevan un pequeño segmento de la secuencia regulatoria de E. coli  y la 

información para los primeros 146 aminoácidos del gen de la β-galactosidasa 

(lacZ); dentro de esta región se encuentra el sitio de policlonación que no 

interrumpe el marco de lectura de este gen por la inserción de secuencias de 

reconocimiento para enzimas de restricción. Los vectores de este tipo son 

usados en células hospederas que codifiquen para la porción carboxilo 

terminal de la β-galactosidasa; aunque la parte codificante del hospedero ni 

los fragmentos codificados por el plásmido son activos, estos pueden asociarse 

para formar una proteína enzimaticamente activa; este tipo de 

complementación en el que la deleción del segmento del operador del gen lacZ 

son complementados por la β-galactosidasa que tiene la región del operador 

intacta, es llamada  α–complementación. Las bacteria Lac+ que resultan de la 

α–complementación son fácilmente reconocidas porque forman  colonias 

azules en presencia de un substrato cromogénico (Xgal). Esta prueba de color 

a la que se hace referencia anteriormente está fundamentada en la distinción 

entre células que albergan plásmidos sin ADN extraño insertado de las que sí 
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poseen ADN extraño insertado. Básicamente esta prueba consiste en la 

inactivación funcional del segmento 5´ del gen lacZ  presente en el vector por 

medio de la inserción de ADN extraño en el sitio múltiple de clonación. 

 

El segundo procedimiento empleado fue el de análisis de restricción, a 

pesar de ser un procedimiento laborioso debido a que hay que obtener ADN 

plasmídico de cada colonia transformada, tratarlo con enzimas de restricción y 

separar los fragmentos por electroforesis en geles de agarosa, es el método de 

elección cuando hay una alta oportunidad de encontrar las recombinantes 

dentro de un número pequeño de colonias  transformadas y escogidas al azar, 

por ejemplo, cuando la ligación del segmento de ADN extraño al vector origina 

un número de colonias transformada significativamente más alto  que el 

obtenido en la ligación control (vector solo).  

 

De este modo se obtuvo el banco genómico de FIZ15 representado en 10 

clonas que poseen un inserto de 650 pb, otro de 1 650 pb, dos de 2 000 pb, 

dos de 5 000 pb, uno de  7 000 pb, uno de  9 500 pb, uno de  10 000 pb y el 

último de 12 000 pb teniendo todo el genoma del fago FIZ15.  
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VI. CONCLUSIONES 

 
1. El ADN del bacteriófago FIZ15 se logró restringir totalmente con las 

enzimas Hind III y Sau 3A1 durante 60 minutos. El vector pUC19 se 

cortó con Hind III y  Bam HI. 

 

2. Los fragmentos de ADN fágico de FIZ15 se insertaron en los sitios Hind 

III  y Bam HI utilizando la T4 DNA ligasa. 

 

3. Los productos de la ligación fueron utilizados para transformar la cepa 

E. coli  DH5α  (r -, lacZ -). Las cepas transformantes fueron seleccionadas 

por resistencia a ampicilina, α-complementación y análisis de 

restricción. 

 

4. Se encontraron todas las clonas que contenían los diez insertos  que  

representan el genoma de FIZ15. 

 

5. El genoma de FIZ15 mide 54 800 pb. 

 

 



VII. PERSPECTIVAS 

 

El banco genómico realizado en este proyecto tiene grandes aplicaciones 

para poder elucidar la funcionalidad y estructura del bacteriófago FIZ15 y 

sumando a esto las existentes similitudes entre los bacteriófagos D3 y FIZ15, y 

la cercana relación con los fagos lambdoides; así como el hospedero común de 

los dos primeros, que es P. aeruginosa ,  sería interesante:  

 

- Secuenciar todo el ADN de este fago para precisar el tamaño del material 

genético. 

- Comparar el porcentaje de homología entre FIZ15 y D3 así como el 

contenido de G + C para elucidar alguna transferencia lateral de 

cualquier otra bacteria o fago.  

- En base a la secuencia conocer los mecanismos regulatorios de sus 

ciclos de vida, que son el lisogénico y lítico. 

- Debido a que FIZ15 causa conversión lisogénica, sería interesante 

caracterizar los genes que inducen esta alteración fenotípica y así poder 

indagar más a cerca de este fenómeno.  

- Clonar y analizar las regiones involucradas en la inmunidad del fago 

FIZ15, ver su homología en cuanto a estructura y función con la región 

de inmunidad de los fagos lambdoides. 

- Recientemente se descubrieron unas proteínas inhibidoras de la 

quimiotaxis (CHIPS)  en S. aureus, las cuales inhiben y atenúan los 
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receptores de los neutrofilos y la actividad del complemento. Se ha 

demostrado que los genes que codifican para las CHIPS (chp) son 

transducidos por un bacteriófago. Por lo que sería de gran interés 

indagar si FIZ15 (que también proporciona resistencia al suero a                 

P. aeruginosa)  contiene los genes chp. 
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VIII. APÉNDICE 
 
 

Õ Medios de Crecimiento LB 

 

REACTIVO CONCENTRACIÓN 

Peptona de Caseína 1.0 % 

Extracto de Levadura  0.5 % 

CaCl2 1.0 % 

Agar (sólo para medio solido) 1.5 % 

 

 CONCENTRACIÓN 

Ampicilina 100 µg/ml 

Xgal 40 µg/ml 

IPTG 20 mM 

 

 

Õ Soluciones para extracción de ADN fágico. 

Solución Salina SM 
 

REACTIVO CONCENTRACION 

NaCl 0.58 g 

MgSO4 0.2 g 

Tris- HCl  1M pH 7.5 (5 ml) 

Aforar a 100 ml y estrerilizar 

 



 

 

32 

 

Buffer TE 

REACTIVO CONCENTRACION 

Tris HCl 10 mM (pH 8.0) 

EDTA    1 mM (pH 8.0) 

 

 

Õ Soluciones para extracción de plásmido. 

 

SOLUCION 1 CONCENTRACION 

Glucosa 50 mM 

Tris- HCl  25mM pH 8.0 

EDTA 10mM pH 8.0 

 
 
 

SOLUCION 2 CONCENTRACION 

NaOH 0.2 N 

SDS 1% 

 
 
 

SOLUCION 3 CONCENTRACION 

Acetato de Potasio 60ml,  5 M  

Ácido Acético 11.5 ml 

H2O 28.5 ml 

 
Cuadro 1. Se preparan por separado y se esterilizan por 15 min a 1 

libra/pulg2. La solución 2 se utiliza recién preparada. 
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Õ Geles de agarosa  

Para observar el ADN se preparó agarosa al 0.8 % y 1% fundiéndola con 

solución amortiguadora de TBE al 0.5X. Los geles fueron corridos en una 

cámara de electroforesis horizontal a 120V, 94mA por 30-40 min. con buffer 

TBE al 0.5X. 

 

PREPARACIÓN DE TBE 5X (STOCK) 
Tris-base 54 g 

Acido Bórico 27.5 g 
EDTA 500mM pH 8 (20 ml) 

Se afora a 1000 ml 
 
 

Õ Características de la cepa E. coli DH5α . 

 
Cepa   E. coli   DH5α 

Genotipo 

Sup E44 ∆lac U169 (φ 80 lac Z ∆ M15) hsd R17 rec A1 end A1 gyr A96 

thi –1 rel A1 (Sambrook, 1989). 

Características 

Cepa deficiente en recombinación usada para propagar en ella 

plásmidos y cósmidos. El φ 80 lac Z ∆ M15 permite la α-

complementación con el extremo amino terminal de la β-galactosidasa 

codificada en los vectores de la sere pUC (Sambrook, 1989). 
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Õ Ecuación de relación molar para ligaciones.  

 

                                      (Ypb Ins)(Concentración Vector ) 
                     Xn Ins = 
                                            Tamaño en pb del Vector 
 

 

     Donde:     Ypb Ins es igual al tamaño en pares de bases del inserto 

            Xn Ins es la concentración final que se debe utilizar para la 

ligación.  

 

Õ Ligación de los fragmentos con T4 DNA ligasa. 

1. En un tubo eppendorf se depositó el producto de las digestiones 

previamente purificado, esto se hizo con un lavado de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) para eliminar los restos de 

la enzima. 

2. Se prepara una mezcla que contenga 1µl de buffer de ligación 10X (el 

buffer debe de quedar a 1X como concentración final), 50ng del vector 

pUC19, 100ng de los productos de los cortes, 0.5U de T4 DNA ligasa y 

se afora a 10 µl. 

 

3. Se mezcla todo los anterior con pipeteo suave y se liga durante  30s a 

10°C, 30s a 30°C  por 12 – 16 h. 
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4. Posteriormente se conserva la ligación a –20°C y se utiliza 

inmediatamente para transformar. 

NOTA: el volumen final de la reacción no debe sobrepasar 15 µl. 
 
 

Õ Eliminación de RNA. 

1. A la muestra de ADN de le agrega  10mg/ml de RNAsa; se incuba de 20-

25 min a 37ºC. 

2. Se lava una vez con un volumen de fenol: alcohol isoamilico (24:1) y un 

segundo lavado con cloroformo. La fase superior (acuosa) se pasa a otro 

tubo limpio. 

3. Se precipita con etanol al 100%  por 20 min y se centrifuga  a 14 0000  

rpm / 5 min. 

4. Posteriormente se lava con un volumen de etanol al 70%  y finalmente 

se resuspende con 100µl de agua  desionizada estéril.  

5. Visualizar en gel de agarosa al 1%. 

 

Õ Selección de transformantes de E. coli DH5α  por                                 

α-complementación y resistencia a antibiótico. 

1. De las colonias obtenidas en la transformación se eligen todas las 

colonias blancas para picar. 

2. Se pica en la colonia elegida y se resiembra por picadura en una caja 

con LB+ Amp+  IPTG+  Xgal. 

3. Se inoculan las cajas toda la noche a 37°C. 
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4. Todas las colonias que crecieron en esta caja con ampicilina  y que 

dieron nuevamente color blanco se toman como positivas a la α-

complementación y resistencia al antibiótico, y serán las colonias a las 

que se les aplicará el análisis de restricción. 

 
 

Õ Análisis de restricción de las colonias lactosa negativa.  

 
1. Se inocula cada colonia en 5 ml de medio líquido LB + amp  y se incuba 

toda la noche a 37°C. 

2. Se obtiene plásmido por la  técnica descrita en material y métodos.  

3. Adicionar el ADN del plásmido en un tubo eppenderf  (30- 50 ng). 

4. Agregar un 1/10 del volumen total del buffer al 10X de la enzima  de 

restricción.  

5. Agregar agua desionizada estéril al 80% del volumen total  

6. Adicionar la enzima de restricción (1-3 U) y agitar suavemente con la 

pipeta. 

7. Incubar a 37°C durante 3 h. 

8. Preparar gel de agarosa al 1%, cargar las muestras del ADN digerido en 

los pozos del gel y correrlo a 120 V, 94 mA durante 35 min. 

9. Verificar que el plásmido libere inserto. 
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