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RESUMEN. Un nuevo bacteriéfago filamentoso, designado VEJ¢, se aisl6 de la cepa
de Vibrio cholerae MO45 del serogrupo O139. Se realiz6 una caracterizacién molecular
preliminar de este fago, que incluyd la secuenciacion de su genoma completo, el es-
tudio de la estructura genémica y la identificacion del receptor del fago, asi como del
gen que codifica la proteina mayoritaria de la capsida mediante la secuenciacion de la
region amino terminal de esta Ultima. La secuencia nucleotidica del genoma de VEJ¢,
de 6842 bp, revel6 que presenta una organizacion modular de genes funcionalmente
relacionados, que es caracteristica del género de los inovirus (fagos filamentosos).
VEJ¢ esta estrechamente relacionado con otros fagos filamentosos de Vibrio cholerae
descritos previamente, entre los que se incluyen VGJ¢, VSK y fsl. Al igual que estos
ultimos, VEJ¢ utiliza como receptor celular a la fimbria de tipo 1V denominada hema-
glutinina sensible a manosa (MSHA). Se demostré que VEJ¢, al igual que el fago VGJ¢,
es capaz de transmitir horizontalmente el genoma del fago CTX¢ y por tanto, los genes
de la toxina colérica entre poblaciones bacterianas de Vibrio cholerae que expresan la
fimbria MSHA. Los resultados del presente trabajo sugieren que la variedad de fagos
implicados en los eventos de transmision horizontal de los genes de la toxina colérica
puede ser mayor de lo que se pensaba.

ABSTRACT. A novel filamentous bacteriophage, designated VEJ¢, was isolated from
the strain MO45 of Vibrio cholerae of the 0139 serogroup. A preliminary molecular
characterization of the phage was carried out, which included the sequencing of its
whole genome, the study of the genomic structure and the identification of the phage
receptor as well as the gene encoding the major capsid protein by sequencing of its
amino terminal region. The genome nucleotide sequence of VEJ¢, which consists
of 6842 bp, revealed that it is organized in modules of functionally related genes in
an array which is characteristic of the genus inovirus (filamentous phages). VEJ¢ is
closely related with other previously described filamentous phages of Vibrio cholerae,
including VGJ¢, VSK y fsl. Like these phages, VEJ¢ uses as a cellular receptor the type
1V pilus called mannose sensitive hemagglutinin (MSHA). It was also demonstrated
that VEJ¢, like the phage VGJ¢, is able to transmit the genome of the phage CTX¢
horizontally between bacterial populations of Vibrio cholerae expressing the pilus
MSHA receptor and therefore the genes encoding the cholera toxin. This suggests
that the variety of phages implicated in the horizontal transmission of the cholera
toxin genes could be more diverse than formerly thought.

Correspondencia:

INTRODUCCION

Los bacteriofagos (fagos) fila-
mentosos son Vvirus pertenecientes
al género Inovirus que se asemejan
a largas varillas flexibles de alre-
dedor de 800 a 2 000 nm de largo por
6 nm de didmetro.! Cuentan con un
genoma circular de ADN de cadena
simple (ADNcs) de entre 5 000 y 8
000 bases, en el que se codifican alre-
dedor de 10 genes, y sus hospederos
son casi exclusivamente bacterias
gramnegativas.! En su entorno
natural muchos de estos fagos son
capaces de transmitir porciones de
genoma foraneo entre las pobla-
ciones bacterianas alas que infectan,
lo cual es un ejemplo del fené6meno
mas general conocido como transfe-
rencia genética horizontal .?

Especificamente en Vibrio chol-
erae (V. cholerae), la bacteria cau-
sante del célera, han sido descritos
diversos mecanismos mediados por
fagos filamentosos que implican la
transmisién de genes relacionados
con la virulencia de este patégeno,
los cuales han marcado profun-
damente la 6ptica de estudio del
mismo. El més trascendente fue el
descubri-miento de que los genes
que codifican la toxina del coélera,
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principal factor de virulencia de V.
cholerae, formaban parte del genoma
del fago filamentoso integrativo
CTX¢,y no del de la bacteria, como se
pensabaanteriormente.® El receptor
de este fago es TCP (del inglés toxin
corregu-lated pilus), una fimbria de
tipo IV que es ademas un factor esen-
cial en lacolonizacion intestinal de V.
cholerae.® Los genes requeridos para
laexpresion de TCP se encuentran en
una region del cromosoma llamada
VPI (del inglés Vibrio patogenicity
island) que también parece ser un
elemento adquirido horizontalmente
por el patégeno durante su evolu-
cion, si bien la via de transmisiéon
aun es discutida.*®

Més recientemente se describi6
otro fago filamentoso, VGJ¢, capaz
de transmitir los genes de la toxina
colérica por un nuevo mecanismo
de transduccion especializada, y
que utiliza como receptor la fimbria
tipo IV denominada hemaglutinina
sensible a manosa (MSHA).?¢ EI
genomade VGJ¢ es capaz de recom-
binarse con el del fago CTX¢, cuando
ambos coinfectan a la misma célula.
El genoma hibrido asi formado se
empaqgueta en la capside de VGJ¢
formando el fago hibrido HybP¢, ca-
paz de infectar otras células a través
del receptor MSHA, y de replicarse
enellas.? CTX¢ es, por tanto, transdu-
cido por VGJ¢, en lo que constituye
otra via de transmisién horizontal
de los genes de la toxina del célera.
Como consecuencia, los genes de
la toxina pueden ser transmitidos
via HybP¢ hacia poblaciones de V.
cholerae que no expresen TCP. Asi-
mismo, VGJ4 e HybP¢ son capaces
de integrarse al cromosoma bacte-
riano por el mismo sitio que lo hace
CTX¢, lo cual garantiza que dicha
transmision pueda perpetuarse tam-
bién verticalmente si las bacterias
infectadas por el fago hibrido poseen
este sitio de integracion.?

El conocimiento de las vias de
transmision horizontal de los genes
de la toxina del céleray otros relacio-
nados con la virulencia de V. cholerae
ha sido de gran importancia en la
comprensiéon de la evolucion de las
cepas virulentas del patégeno. Esto ha
permitido a los investigadores tener
una mayor vision de las posibles ten-
dencias epidemiolégicas que seguira
el célera como enfermedad, y ha
influido directamente en las estrate-
gias que se siguen en la actualidad
para disefar vacunas vivas atenuadas
genéticamente contra el colera, en el
sentido de que no readquieran genes
relacionados con la virulencia por in-
feccion con uno de estos fagos.?

En este trabajo se realiza la ca-
racterizacién preliminar de VEJ¢,
un nuevo fago filamentoso de V.
cholerae relacionado con el fago
VGJ¢, y se explora su capacidad de
transmisién horizontal de genes en-
tre poblaciones de este patégeno.

MATERIALES Y METODOS
Cepas, plasmidios, fagos y medios
de cultivo

En este estudio se utilizaron
diversas cepas bacterianas, plas-
midios y fagos (Tabla 1). Los culti-
vos realizados crecieron en medio
Luria-Bertani (LB): (triptona, 10 g/L;
extracto de levadura, 5 g/L; cloruro
de sodio, 10 g/L y agar 15 g/L para
medio soélido) ajustado a pH 6,5 0
a pH 7,0 (Oxoid, RU). Cuando fue
necesario, se afladié 100 ug/mL de
kanamicina al medio.

Enzimas y reactivos

Las enzimas de modificacién /
restriccion utilizadas en este trabajo
fueron adquiridas de las firmas Pro-
mega (EE.UU.), Amersham (RU) y
New England Biolabs (EE.UU.). Para
su uso se tuvieron en cuenta las reco-
mendaciones de los fabricantes. Los
reactivos empleados fueron adquiri-
dos de las firmas Merck (Alemania),
Sigma (EE.UU.) y Promega. Los oli-
gonucledtidos utilizados (Tabla 1) se
sintetizaron en el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB, La
Habana, Cuba).

Ensayos de infeccion

Cada ensayo de infeccion se rea-
liz6 tomando una colonia fresca de
la cepa receptora resuspendida en
30 pL de LB, o alternativamente, 30 pL
de un cultivo fresco de la misma
cepa. Dichas suspensiones celulares
se infectaron con una preparacién
concentrada de fagos, y se incubaron
durante 20 min . Posteriormente, las
células infectadas se adicionaron
a volumenes mayores de medio
de cultivo, y se cultivaron en las
condiciones requeridas. Alternati-
vamente, se realizaron ensayos de
infeccion en los que la preparacion
de fagos era el sobrenadante de un
cultivo infectado. Dichos sobrena-
dantes fueron filtrados (filtros Sar-
torius de 0,22 um) y chequeados para
comprobar la ausencia de células por
siembraen LB solido de una alicuota
de 50 pL .

Titulaciéon de VEJ¢

Para titular al fago VEJ¢ se parti6
de un pequefio volumen de sus-
pension de células de la cepa 569B
infectadas, como se describe en el

epigrafe anterior. Dicha suspensiéon
se centrifugd a baja velocidad (5 000 g)
por 10 min y se deseché el sobre-
nadante, para eliminar un posible
exceso de fagos en el mismo. El pre-
cipitado de células fue resuspendido
en medio LB y el cultivo resultante
se dejo crecer por 6 horas, en las que
se alcanzaron densidades 6pticas
entre 2y 3a600 nm . Se eliminaron
las células de 1 mL de este cultivo
donador mediante centrifugacion y
filtracion (filtros Sartorius de 0,22 um)
del sobrenadante. Se sembré una
alicuota de 50 pL del filtrado en una
placa de LB so6lido, la cual se incubd6
a 37 °C toda la noche para comprobar
la esterilidad por ausencia de colo-
nias. Se usaron 100 pL del sobrena-
dante libre de células, o diluciones
del mismo, parainfectar ~10%células
de un cultivo fresco de la cepa
usada como receptora (suspendidas
en 20 pL de LB), y esta mezcla de
infeccion se incub6 durante 20 min
a temperatura ambiente. Seguida-
mente, la mezcla se afiadié a un tubo
de ensayo que contenia 3 mL de LB-
agar suave (agar 0,4 %, Oxoid, RU)
fundido a 42 °C, se homogeneizd y se
vertio rapidamente sobre placas Petri
de LB so6lido. Las placas se incubaron
toda lanoche a 37 °C y a continuacién,
se contaron las unidades formadoras
de placas de pseudolisis (UFP). Cada
titulacion se realizé por replicado al
menos tres veces.

Purificacion de particulas virales a
partir de cultivos infectados

Se tomaron 100 mL de un cultivo
infectado crecido durante 14 h y
se centrifugaron a 8 000 g durante
10 min . El sobrenadante se filtré
a través de un filtro de 0,45 um
(Sartorius) para eliminar las células
residuales. Al filtrado se le afadi6
polietilenglicol 6 000 al 5% y NaCl al
3% m/v. La mezcla se incubé 30 min
en hielo para precipitar las particulas
de fago y se centrifugé a 12 000 g
durante 20 min. El sedimento, que
contenia las particulas virales, se
resuspendi6é en 1 mL de PBS.

Purificacion de ADN de la forma
replicativay el genoma viral

La forma replicativa (FR) y el
ADNCcs del genoma fago VEJ¢ se
purificaron como se describi6é por
Campos y cols. en el 2003.¢

Ensayo de transduccion de CTX¢
por VEJ¢

En este ensayo se utilizaron como
cepas donadoras de fagos 569B/
CTX-Kn¢, 569/VEJ¢ y 569/CTX-Kn¢/
VEJ¢; y como cepas receptoras 569B,
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Tabla 1. Relacién de cepas, plasmidios y fagos utilizados en este trabajo.

Cepas/Plasmidios/
Fagos/Oligonucleotidos

Caracteristicas/Secuencia

Origen / referencia

Promega

Calcuta, India, 1945

Perd, 1991

E. coli
JM109 recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi A (lac proAB)
V. cholerae
569B Tipo salvaje; serogrupo O1, biotipo clasico, serotipo Inaba
C6706 Tipo salvaje; serogrupo O1, biotipo El Tor, serotipo Inaba
KHT46 C6706 AmshA1l
KHT52 C6706 AtcpA10
MO45 Tipo salvaje; serogrupo 0139
Plasmidios
p1J2921 Vector para clonacion de uso general

4 Derivado de p1J2921 con un fragmento de 453 pb,
p proveniente de la FR de VEJ¢, clonado en el sitio Smal

5 Derivado de p1J2921 con un fragmento de 1039 pb,
p proveniente de la FR de VEJ¢, clonado en el sitio Smal

1 Derivado de p1J2921 con un fragmento de 1787 pb,
p proveniente de la FR de VEJ¢, clonado en el sitio Smal
Fagos
CTX-Kn¢ CTX¢ con casete de Kn" de pUC4K insertado en el sitio inico Notl
VEJ¢ Fago filamentoso de V. cholerae

Oligonucleétidos

EJ-1 5" GGAAGAAGCAACGATTGTCG &
EJ-2 5" CCGTATTGAGCAAACTTCTC 3
EJ-3 5" CTATGAGCAAGAAAGCGAGG 3’
EJ-4 5" CTCGACTCAATTCTGACAAC 3
EJ-5 5 CATTTCGCTTCGATTCATTG 3’
EJ-6 5" ACTCATAGAACCAATGGATG 3
EJ-7 5 GCTTAGTTCGTCTCGACTTG 3’
EJ-8 5" GTAATGGCTAACATCACTGG 3’
EJ-9 5" CATCGGTGATACCAGAGAAG 3’
EJ-10 5" GTGATCATCAATACTCTTGC 3

Thelin y Taylor, 19967
Thelin y Taylor, 19967

Madras, India, 1993

Mendez y Chater, 1987°

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Campos y col., 20032

Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

KHT46 y KHT52. Las cepas donado-
ras fueron crecidas en LB hasta que
los cultivos alcanzaron una DO =
1. A continuacion, se centrifugaron
a 1000 g durante 1 min para pre-
cipitar las células, y sus respectivos
sobrenadantes de cultivo fueron
filtrados y chequeados para ausen-
cia de células como se describe en
el epigrafe Titulacion de VEJ¢. De
estos sobrenadantes se hicieron di-
luciones seriadas 1 : 10 hasta 103. Se
tomaron 100pL de cada una de estas
diluciones, incluyendo los sobrena-
dantes puros, para infectar una sus-
pensién de 20 pL de cada una de las
cepas receptoras, como se describi6
anteriormente, y se plaquearon 25 pL

de cada mezcla de infecciéon en LB
sélido suplementado con kanamici-
na. Paralelamente, se sembraron 20
UL de cada cepa receptora en este
mismo medio. Las placas se dejaron
crecer a 37 °C toda la noche, y al dia
siguiente se contaron las colonias
resistentes.

Secuenciacion del genoma viral

Las reacciones de secuenciacion
se realizaron con el sistema Thermo
Sequenase CyS Dye Terminator Kit
(Amersham Pharmacia Biotech, RU)
y las secuencias fueron obtenidas
con un secuenciador de ADN AL-
Fexpress (Amersham Pharmacia
Biotech). Para obtener la secuencia

completa del genoma del fago VEJ¢
primeramente se clonaron varios
fragmentos de la forma replicativa
(FR) de este fago en el vector p1J2921.
Cada fragmento clonado se secuen-
ci6 por ambas cadenas utilizando los
oligonucleétidos universales directo
y reverso. El resto de la secuencia se
obtuvo secuenciando directamente
el ADNcs gendémico o la FR del fago
con los oligonucleétidos EJ-1 al 10
(Tabla 1). Cada secuencia obtenida
suministré la informacién para di-
sefiar y sintetizar un oligonucledtido
utilizado en la secuenciacion de la
regién contigua, y se fue recorriendo
la secuencia hasta completar el geno-
ma circular completo. Cada reaccion
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Fig. 1. A) Electroforesis en gel de agarosa de la forma replicativa del fago VEJ¢ sin
digerir, y digerido con distintas enzimas de restriccion. MTM: marcadores de talla
molecular (se indica la longitud de las bandas en bases). Obsérvese que la molécula
linealizada se retarda respecto a la sin digerir, migrando con una talla aparente de
alrededor de 7 kph. B) Electroforesis en gel de agarosa del genoma de ADNcs de VEJ¢
tratado con diferentes enzimas: a la izquierda, con ribonucleasa H; en el centro, con

nucleasa Mung-Bean; a la derecha, sin tratar.

de secuenciase realizé al menos dos
veces, y se asumié como secuencia
confiable cuando ésta se repitio
idéntica en cada reaccién. Cuando la
secuencia fue dudosa se realizaron
nuevas reacciones de secuencia con
el mismo oligonucleétido u otro
diferente hasta obtener una misma
secuencia coincidente al menos dos
veces. Las secuencias obtenidas
fueron empalmadas y analizadas
usando el paquete de programas Vec-
tor NT1 6000 (Informas, Inc). Para la
comparacion de secuencias, tanto de
ADN como de proteinas, se utilizo6 el
programa AlignX del paquete antes
mencionado o el programa BLAST®
en linea desde el sitio web de la
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Purificacion de ADN plasmidico

La purificacion de ADN plasmidi-
co se realizé utilizando los sistemas
Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification system y Wizard® Plus
Midipreps DNA purification System,
ambos de Promega.

Electroforesis de ADNy purificacion
de bandas de geles de agarosa

La separacion de fragmentos de
ADN se realizé mediante electrofore-
sisen geles de agarosa 0,8 % (m/v) en
disolucién reguladora TAE (40 mM
Tris-acetato, 20 mM EDTA) y a una
intensidad de 4 V/cm. Se utiliz6 bro-
muro de etidio (1 pg/mL) o naranja
de acridina (1 pg/mL) para visualizar
el ADN mediante la incidencia de
radiacion UV en un transiluminador
FBTIV-88 (Fisher Biotech, EE.UU.)
La purificacion de fragmentos de
ADN a partir de geles de agarosa se
realizé utilizando el sistema GFX™
PCR DNA and gel Band Purifica-

tion (Amersham Pharmacia Biotech,
RU), teniendo en cuenta las reco-
mendaciones del fabricante.

Transformacion de células de Es-
cherichia coli

La transformacién de E. coli con
ADN plasmidico se realiz6 mediante
electroporacion, tal como fue des-
crito por Dower y cols.*® a un voltaje
de 2,5 kV en cubetas de 1 mm de
separacion entre los electrodos.

Electroforesis desnaturalizante
en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Las electroforesis de proteinas
en condiciones desnaturalizantes se
realizaron segun Laemmli,** utili-
zando geles con 15% de acrilamida
en presencia de disolucién regula-
dora tris-glicina. Los geles fueron
revelados con azul de Coomasie.

Identificacion de proteinas por
secuenciacion del extremo amino
terminal

Las proteinas se separaron me-
diante SDS-PAGE vy fueron elec-
trotransferidas hacia membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF),
segun fue descrito por Ausubel y
cols.’? Después de la transferencia,
las membranas fueron tefiidas con
azul de Coomassie (0,1 % en metanol
al 50 %) durante 5 min y destefiidas
con metanol al 50 %, y se agitaron
hasta que las bandas de protei-
nas fueron claramente visibles (5
a 10 min). Seguidamente, las mem-
branas destefidas fueron lavadas
dos veces con agua destilada durante
5 min y la banda correspondiente a
la proteina de interés fue recortada
con un bisturi nuevo. La pieza de

membrana recortada fue utilizada
para secuenciar el extremo amino
terminal de la proteina mediante el
método de degradacion de Edman
utilizando un secuenciador auto-
matico Applied Biosystem Procise
(Foster City, California, EE.UU.).

RESULTADOS
Identificacion del nuevo fago fila-
mentoso VEJ¢

La presencia de un fago fue
detectada por infeccion de la cepa
clésica 569B con sobrenadante de
cultivo de la cepa MO45, del sero-
grupo 0139, debido a la transmision
de un elemento extracromosomal de
la cepa donadora a la receptora, sin
que mediara contacto celular. En
ninguno de los dos cultivos (donador
y receptor) se observé lisis celular,
sino unadisminucion de la velocidad
de crecimiento del cultivo receptor
respecto a un cultivo de 569B sin
infectar crecido en las mismas condi-
ciones. Por otra parte, se encontr6
que los sobrenadantes de cultivo de
MO45y 569B infectado eran capaces,
después de varias diluciones, de pro-
ducir placas opacas o de pseudolisis
en un césped de la cepa receptora
569B. Estas observaciones sugirie-
ron que el fago era producido por
exportacion continuadesde la célula
hospedera en vez de por lisis directa
de la misma, lo cual apuntaba que
se trataba de un fago filamentoso.*
Por andlisis con enzimas de restric-
cion, se determiné que el elemento
extracromosomal transmitido era
una molécula de ADN doble cadena
circular, por lo que se supuso que
constituia la forma replicativa (FR)
del virus (Fig. 1A). El tamafo es-
timado del episoma resulté ser de
alrededor de 7 kb (Fig. 1A), lo cual
es congruente con la suposicion de
que se estaba en presencia de un
fago filamentoso, pues los genomas
reportados de los mismos oscilan en-
tre 5y 10 kb.! Dicho analisis de res-
triccion revel6 ademas un patrén de
bandas diferente al descrito paralos
demas fagos de V. cholerae secuen-
ciados o con patrones de restriccion
conocidos (Fig. 1A), por lo que se
llegé a la conclusién de se trataba
de un nuevo fago filamentoso que
se denominé VEJ¢.

Las particulas de VEJ¢ fueron
purificadas por precipitaciéon con
polietilenglicol y NaCl en frio a
partir del sobrenadante de un cul-
tivo de 569B infectado con el fago. A
partir de estas se obtuvo el material
genético viral, que fue resistente a
la hidroélisis con varias enzimas de
restriccion y con ribonucleasa H
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(Fig. 1B), pero fue degradado por la
nucleasa de Mung-Bean (Fig. 1B),
lo que indicé que el genoma viral
estaba compuesto por ADNCcs, yaque
esta Ultima enzima actUa especifi-
camente sobre ese tipo de sustrato.
Con un proposito confirmatorio,
el ADN genémico fue aplicado en
electroforesis en gel de agarosa
paralelamente al episoma obtenido
apartir del cultivo infectado de 569B
y usando naranja de acridina como
agente revelador. Al ser iluminado
con luz UV, el genomaviral fluoresci6
naranja indicando que se trataba de
ADNCcs, mientras que el episoma o
FR se vio mayoritariamente verde,
como corresponde al ADNcd.*® La
composicion de genoma presente en
VEJ¢ constituy6 una nueva eviden-
cia que indicaba que este podia ser
un fago filamentoso.

Secuenciay estructura del genoma
de VEJ¢

La secuencia obtenida del geno-
ma completo de VEJ¢ consta de 6 842
pb y presenta una composicion de
G+C de 42,95 %, ligeramente menor
al porcentaje de G+C del genoma
de V. cholerae: 47,7 % en el cromo-
soma | y 46,9 % en el cromosoma
I1. Utilizando el paquete de progra-
mas Vector NTI Suite 7.0 (Infomax,
Inc.), se llevo a cabo el analisis de
la secuencia obtenida en busca de
marcos de lectura abiertos u ORFs
(del inglés open reading frame) que
probablemente constituyeran genes
funcionales, teniendo en cuenta
la posicion relativa de estos en el
genoma, tamano y (o) similitud de
su producto proteico con genes des-
critos en otros fagos filamentosos
conocidos, asi como la presencia
cuesta arriba de secuencias Shine-
Dalgarno de unién a ribosomas.
Siguiendo estas premisas, fueron
seleccionados 11 ORFs, nueve de
ellos codificados sobre la cadena
positivay dos sobre la negativa. Esto
permitié confeccionar un mapa del
genoma con los ORFs que con mayor
probabilidad originan productos
proteicos (Fig. 2).

La secuencia del genoma de
VEJ¢ resulta muy similar a las de
otros fagos secuenciados de V.
cholerae. Los mas cercanos en cuan-
to a porcentaje de identidad son VSK
(93,1 %), VSKK (92,1 %), fs1 (89,9 %)
y VGJ¢ (84,2 %) y comparten una or-
ganizacién genomica muy parecida.
Este grado de relacion de VEJ¢ con
otros fagos filamentosos de V.cholerae
descritos previamente corroboré que
este era efectivamente un nuevo
miembro de la familia de los fagos
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Fig. 2. Estructura modular del genoma de VEJ¢ comparada con las de los fagos VG J¢,
de V. cholerae, y M13, de E. coli. Las flechas simbolizan a los ORFs/genes. El sentido
de las flechas coincide con el de la transcripciéon. Debajo de cada ORF se destaca el
numero de aminoéacidos de su producto proteico. En negro se colorean los médulos
de replicacion, en blanco los estructurales, y en gris oscuro los de ensamblaje y secre-
cion. Los ORFs pertenecientes a bloques de regulacién aparecen rellenos con barras
verticales. En gris claro se colorea el ORF104 de VGJ¢, de funcién desconocida. A la
derecha de cada genoma se sefialan sus respectivas tallas en kilobases.

filamentosos. Sin embargo, a pesar
de las semejanzas, existen zonas
del genoma altamente divergentes
y ORFs no compartidos entre todos
estos fagos, ademas de presentar un
tamarfio gendémico diferente.

VEJ¢ presenta una organizacion
modular semejante a la que poseen
otros fagos filamentosos, como por
ejemplo, los fagos M13y VGJ¢ de E.
coli y V. cholerae, respectivamente
(Fig. 2). EIl péptido codificado por
el ORF361 de VEJ¢ resulto ser alta-
mente homadlogo a la proteina de la
replicacién del fago VGJ¢ (pl1V®), y
también mostro niveles menores de
similaridad con la proteina RstA de
CTX¢. Ademas el ORF361 es seme-
jante en posicion y tamafio al gen Il
de M13 (Fig. 2), si bien no se encon-
traron similitudes notorias a nivel de
secuencia. Las proteinas pl1V®’y pll
de M13 son esenciales para la repli-
cacion de sus respectivos fagos por
el mecanismo del circulo rodante,*
mientras que RstA, ademas, se pre-
cisa para llevar a cabo la replicacion
desde el cromosoma de CTX¢.** El
producto del ORF112, el siguiente en
el orden, es idéntico a su homologo
en VGJ¢, y muestra un alto nivel de
similaridad con un péptido del fago
KSF1. Todos se asemejan en tamafno
y posicion al producto del gen V de
M13 (Fig.1) y por tanto se les asigna
la funciéon de proteinas de unién
a ADNcs (SSB, del inglés single
stranded DNA binding protein). En
M13, pV constituye el puente entre
la replicacion del genoma y la mor-
fogénesis de las particulas virales,
pues secuestra al ADNcs para que
sea reconocido por las proteinas de
ensamblaje de la capsidey evita que
se incorpore a la ruta replicativa.
Se puede asumir, por tanto, que el
ORF361y el ORF112 son funcional-
mente homologos a los genes 11 y V

de M13, y que constituyen el médulo
de replicacion hipotético de VEJ¢.

Los productos de los ORFs 81,
44, 29, 493 y 104 presentan elevados
niveles de homologia con protei-
nas hipotéticas o comprobadas de
las capsides de otros fagos de V.
cholerae y V. parahaemolyticus, por
lo que parecen constituir el médulo
estructural de VEJ¢ (Fig. 2). En
particular, el producto del ORF44
es casi idéntico a la proteina mayori-
taria de lacapside de VGJ¢, pVIIHIVS,
mientras que el codificado por el
ORF493 presenta un 98 % de simili-
tud con la proteina de adsorciéon del
mismo fago, pll1V®’, por lo que es
muy probable que estos dos ORFs
constituyan genes funcionales que
codifiquen estas mismas funciones
en VEJ¢. El producto del ORF104
muestra niveles de homologia del
76 % y 99 % respectivamente, con
supuestas proteinas estructurales
minoritarias de los fagos filamen-
tosos VGJ¢ y VSK. La identidad
funcional de estas proteinas no esta
demostrada, aunque se asume que
deban tener un rol homoélogo al de
pVI1 en M13 debido a similitudes en
tamario y posicion de sus genes res-
pectivos. Los productos del ORF29y
el ORF81 en VEJ¢ presentan niveles
de identidad del 100 % y el 99,8 %
respectivamente, con los productos
de los ORFs homénimos en VGJ¢,
por lo que se puede casi asegurar que
cumplen lamisma funcion en los dos
fagos. Estos ORFs deben codificar
proteinas analogas a pVIl y plX en
M13, aunque no resulta evidente
decir a cual le corresponde cada
funcién debido a que las relaciones
de similitud en tamafioy posicion no
son en este caso muy claras.

El producto del ORF411 exhibié
niveles de similaridad del 28 % con
la proteina de ensamblaje del fago
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¢Lf de Xantomonas campestris y del
26,7%con la proteina Zot que cumple
la misma funcién en CTX¢. Los
niveles de homologia mas elevados,
sin embargo, resultaron de la com-
paracién con supuestas proteinas de
ensamblaje de los fagos VGJ¢ y VSK
de V. cholerae. El ORF411 es también
semejante en tamafo y posicién al
gen | de M13 (Fig. 2). Este gen codi-
fica a la proteina de ensamblaje pl,
la cual se inserta en la membrana
citoplasmatica del hospedero y re-
conoce al sitio de empaquetamiento
en el ADNcs de este fago durante su
morfogénesis. EI ORF411 parece,
por tanto, constituir el médulo de
ensamblaje de VEJ¢.

Mas adelante, aparecen en la
secuencia de VEJ¢ el ORF136 y
el ORF98 (Fig. 2), los cuales se
encuentran codificados sobre la
cadena complementariay por tanto,
aparecen representados en sentido
contrario al resto de los ORFs ya
mencionados. Los mismos son muy
similares en secuencia, tamafo,
posicion y orientacion a los ORFs 136
y 154 del fago VGJ¢$ que componen
su supuesto médulo regulatorio.
El producto del ORF136 de VEJ¢
fue similar al represor hipotético
homoénimo de VGJ¢ (99,3 %) y al
represor 1 de VSK (47,1 %). El pro-
ducto del ORF98 resulté homologo
al represor 2 del fago VSK (46,1 %)
y a un represor de la familia lacl
en Thermotoga maritima (35,1 %),
mientras que fue casi idéntico a la
regién amino terminal del supuesto
represor producto del ORF154 de
VGJ¢. Estos resultados indican
que probablemente estos dos ORFs
constituyen el médulo de regulacion
de VEJ¢.

Por altimo, el péptido codificado
por el ORF67 aparece conservado en
los fagos VGJ¢ y fsl, en los que su
funcion es desconocida debido a que
no presenta homologia significativa
con ninguna otra proteina reportada,
ni se asemeja en tamafio o posicién
a ningudn otro producto de gen/ORF
con funcién conocida en algun otro
fago filamentoso. No obstante, en
VGJ¢ se le asigna una posible fun-
cion dentro de la replicacion por su
ubicacion en el genoma,® por lo que
en VEJ¢ también se incluyé tentati-
vamente en este mddulo.

Titulacion de VEJ¢

La produccién de VEJ¢ por cul-
tivos liquidos infectados de la cepa
clasica 569B fue evaluada por titu-
lacion de las particulas virales expor-
tadas al sobrenadante mediante con-
teo de placas opacas (de pseudolisis)

sobre cultivos en medio semisélido
de la cepa receptora 569B, como se
indica en Materiales y métodos. Se
obtuvieron titulos promedio de 7,4
X 10%° particulas/(unidades de DO x
mL), por lo que se puede calificar a
VEJ¢$ como un fago muy prolifico.

La proteina mayoritaria de la capside

En los fagos filamentosos, la
proteina mayoritaria de la capside
se encuentra a razén de mas de
2 000 copias por particula viral, mu-
cho mayor que las demas proteinas
estructurales, de las que se ensam-
blan sélo 3 a5 copias por virion.! De
ahi que sea esta la Unica proteina
que se aprecie significativamente
en SDS-PAGE de fagos completos
tefiida con azul de Coomassie. En el
caso de VEJ¢, se observé una protei-
na de alrededor de 4 kDa cuando las
particulas virales purificadas fueron
sometidas a este tratamiento (Fig. 3).
Dicha proteina fue secuenciada en
su extremo amino terminal por el
método de degradacidon automatica
de Edman. La secuencia obtenida
de 10 aminoécidos coincidié exac-
tamente con la predicha para el
producto del ORF44, que por analisis
de la secuencia del genoma del fago
habia sido identificado como posible
proteina estructural mayoritaria.
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Fig. 3. Proteina mayoritaria de la
capside de VEJ¢ visualizada por SDS-
PAGE. 1: Particulas virales de VEJ¢
purificadas, donde se observa la banda
correspondiente a la proteina mayori-
taria de la capside. 2: Patréon de peso
molecular con los valores de cada banda
a la derecha, en kDa.
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La fimbria MSHA es el receptor
de VEJ¢

Los fagos de V. cholerae reporta-
dos hasta el momento para los que se
conocen sus receptores utilizan con
este fin las fimbrias de tipo IV TCP
y MSHA, por lo que es muy probable

que VEJ no sea la excepcion. Con
el objetivo de determinar cual de las
dos es el receptor de este fago, se
utilizaron sobrenadantes de cultivo
(libres de células) de la cepa 569B
infectada con VEJ¢ para infectar
a los mutantes isogénicos KHT46
y KHT52 y a la cepa parental de
ambos, C6706. Estos mutantes son
incapaces de expresar las fimbrias
MSHA y TCP respectivamente, por
delecion de los genes de las pilinas
correspondientes. Como resultado,
tanto en la cepa mutante KHT52
como en lasalvaje C6706 se constatd
la transduccién del episoma corres-
pondiente a la forma replicativa de
VEJ¢, lo cual fue comprobado por
analisis de restriccion. KHT46, sin
embargo, no fue sensible a la infec-
cion, a juzgar por la ausencia de
transmisién de dicho episoma. Estas
evidencias indican que la fimbria
MSHA es lareceptora del fago VEJ¢,
pues es la que se expresa en las dos
cepas sensibles a la infeccion.

El posible sitio de integracién
de VEJ¢

Hasta el momento, se han repor-
tado varios fagos de V. cholerae que
poseen la capacidad de integrarse al
genoma del hospedero. En el caso de
CTX¢, la integracion es catalizada
por las recombinasas XerCD, que
usan como sustrato el ADNcs de este
fago para insertarlo en el sitio cromo-
somal difl mediante un novedoso
mecanismo de integracion.*>® Tam-
bién VGJ¢ es capaz de integrarse al
sitio difl, y de cointegrarse al attRS1
en RS1y CTX¢, muy probablemente
usando estas recombinasas, aunque
nada se ha dicho acerca del sustrato
viral en este caso.2% A la luz de estos
conocimientos, se procedi6 a identi-
ficar posibles sitios de catélisis de las
recombinasas XerCD en el genoma
de VEJ¢, y algunos fagos integrativos
relacionados para los que no se han
descrito sitios de este tipo. Al tomar
como molde parala blsqueda el sitio
difl del cromosomade V. cholerae, se
encontraron sitios candidatos en las
cadenas negativas de los fagos VEJ¢,
VGJ¢, VSK y VSKK, que resultaron
ser casi idénticos entre si, pues solo
diferian en pocas bases de difl (Fig.
4). En el resto de los genomas de
estos fagos no fueron encontrados
otros sitios que mostraran similitud
de secuencia con los sitios de unién
a XerC y XerD, y que a la vez estu-
vieran cercanos entre si. Los supues-
tos sitios de unién a XerC mostrados
arriba difieren en dos bases de once
respecto a su homalogo en difl, ex-
cepto el encontrado en VSKK, que
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Tabla 2. Evaluacion de la transduccion de CTX¢ hacia diferentes cepas

mediada por VEJ¢.

Cepas receptoras**

Cepas donoras*

KHT46

569B/CTX-Kng -
569B/CTX-Kn¢/VEI$ -

56ABAE 'I¢ =

KHT52 569B
- 4,1-10°
5,5+ 10 4,1-10°

*Cultivos cuyos sobrenadantes libres de células se utilizaron en el ensayo de

infeccion.

**Cepas receptoras, crecidas en condiciones de expresion de TCP.

En las casillas interiores se relaciona el nUmero de transductantes Kn™ promedio
observado en cada ensayo de infeccion. Con un guién se sefialan los ensayos en

que estos no se detectaron.

difiere en tres bases; mientras que
los sitios propuestos de unién a XerD
son idénticos en todos los fagos y di-
fieren en dos bases de once compara-
dos con el sitio correspondiente en
difl. Las regiones centrales constan
de siete nucleétidos en lugar de seis
en difl, y son idénticas a la de este
en 5’, donde todas portan el triplete
TGT. Los extremos 3’ de dichas
regiones centrales, sin embargo,
difieren significativamente de su
contraparte en difl. En particular
el conjunto de los sitios de union a
las recombinasas con las regiones
centrales es el mismo en VGJ¢ y
VEJ¢, por lo que es muy probable
que este ultimo fago también sea
capaz de integrarse al genoma hos-
pedero utilizando el sistema XerCD,
aunque esto no ha sido comprobado
experimentalmente.

VEJ¢ transduce a CTX¢

El hallazgo de sitiosde union a las
recombinasas XerCD en VEJ¢ idén-
ticos a los de VGJ¢ y muy similares
al sitio difl del cromosoma | de V.
cholerae, sugirié fuertemente laidea
de que VEJ¢ al igual que VGJ¢ tam-
bién podia transducir al fago CTX¢
y con este a los genes de la toxina
del célera mediante la cointegracién
de sus genomas.? Para demostrar si
VEJ¢ era capaz de transducir a CTX¢
se utilizé una variante marcada de
CTX¢ con un gen de resistencia a
kanamicina (CTX-Kn¢), de manera
que se pudiera seguir la transduc-
cion mediante la transmision del
fenotipo resistente a este antibiético.
La cepa 569B fue infectada con
CTX-Kn¢ o VEJ¢, o coinfectada
con ambos, y se realizaron ensayos
de infeccion por triplicado con los
sobrenadantes de los tres cultivos
utilizando como cepas receptoras
a los mutantes isogénicos KHT46 y
KHT52, y la propia cepa 569B (Tabla
2). Como se esperaba, 569B infectada
con CTX-Kn¢ transmitié la resisten-

cia al antibiético a la cepa 569B que
expresa TCP en las condiciones del
experimento, pero noa KHT52, mu-
tante defectivo de esta fimbria. A pe-
sar de expresar TCP, la cepa KHT46
tampoco adquirioé fenotipo resistente
debido a que posee profagos EI
Tor integrados en el genoma que
impiden, por pertenecer al mismo
grupo de inmunidad, la replicacién
del genoma de CTX-Kn¢ y por tanto
la expresion del gen Kn"*’ Sin em-
bargo, la cepa 569B coinfectada con
CTX¢y VEJI¢ fue capaz de transmitir
la resistencia a kanamicina tanto ha-
cia la cepa569B como hacia KHT52,
que no expresa TCP (Tabla 2), por lo
que la transmision tuvo que haberse
producido via infeccion por MSHA
con un fago que portara el genoma
de CTX-Kn¢.

Como era légico de esperar, los
cultivos de 569B infectados con
VEJ¢ fueron incapaces de transmitir
la resistencia a kanamicina hacia
ninguna de las cepas usadas como
receptoras (Tabla 2). Se comprobo,
como controles del experimento,
la ausencia de resistencia a este
antibidtico por las cepas receptoras,
asi como que los sobrenadantes de
infeccion de cada cepa donora estu-
vieran libres de células.

DISCUSION

Hasta el momento de realizacién
de este trabajo, habian sido descritos
ocho bacteri6fagos filamentosos ca-
paces de infectar a V. cholerae: CTX¢,
fsl, fs2, VSK, VSKK, 493, VGJ¢ y
KSF-1.361819202122 e estos, varios
han sido relacionados con mecanis-
mos de transferencia horizontal de
genes entre las cepas de V. cholerae
hospederas, cuyo conocimiento ha
marcado profundamente la 6ptica
de estudio de este patégeno en cues-
tiones como adaptacion a diferentes
ambientes, evolucién y coevolucion
con estos fagos, asi como en proble-
mas practicos como el disefio de

vacunas seguras y efectivas con-
tra V. cholerae u otras estrategias
terapéuticas.?*? El descubrimiento
de que el elemento ctx constituia
enrealidad el genoma integrado del
fago filamentoso CTX¢ constituyo el
primer gran hito en este sentido, pues
implicaba la existencia de un meca-
nismo de transferencia horizontal
de los genes de la toxina del célera,
principal factor de virulencia de V.
cholerae.® El segundo fue el hallazgo
de un mecanismo de transmision
alternativo de estos genes por el fago
VGJ¢, mediante el cual los mismos
podian ser adquiridos por cepas del
patégeno no sensibles a la infeccién
con CTX¢.2 La isla patogénica VPI,
en la que se agrupan los genes re-
queridos para la expresion del pilus
TCP, receptor de CTX¢, parece ser
también un elemento movil, aunque
su mecanismo de transmision es
aun discutido.® Mas recientemente,
ha sido postulado incluso que los
genes de la toxina del colera fueron
a su vez adquiridos por un precursor
ancestral de CTX¢, posiblemente por
escision imprecisa del genomade un
hospedero también ancestral y hasta
hoy desconocido.?

En este trabajo se caracteriza a
VEJ¢, un nuevo fago filamentoso
capaz de transmitir los genes de la
toxina del colera, el cual esté estre-
chamente relacionado con otros fa-
gos filamentosos como VSK, VSKK,
VGJ¢ y fsl. A nivel de secuencia
nucleotidica VEJ¢ exhibe altos nive-
les de similaridad con estos fagos,
lo cual indica una estrecha cercania
evolutiva. El genomade VEJ¢ posee
una estructura modular similar a la
estructura genoémica general de los
fagos filamentosos pertenecientes al
genero inovirus (Fig. 2).

Dentro del médulo estructural de
VEJ¢, que codifica las proteinas de
la capsida, se identifico el gen que
codifica la proteina mayoritaria de
la capsida mediante secuenciacion
del extremo amino terminal de ésta.
El gen se correspondié con el ORF44
del fago. Por tanto, se decidi6 re-
nombrar este ORF como gVIIIVe*y
su producto proteico como pVI11Ve®,
para seguir la denominacion usual
en los fagos filamentosos. Un as-
pecto interesante de esta proteina
es que no tiene péptido senal para
su insercién en la membrana cito-
plasméatica como la mayoria de los
fagos filamentosos previamente
descritos. Sin embargo, se conoce
que en algunos fagos filamentosos
como Pf3 y C2, la proteina mayori-
taria de la capsida no posee péptido
sefal y no obstante, se inserta en la
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membrana antes del ensamblaje del
fago.! Lo mismo debe suceder con la
proteina mayoritaria de VGJé.

VEJ¢ es un fago muy prolifico.
Los titulos generados en cultivos
infectados de 569B son de cerca de
10 particulas/(ml x unidad de DO),
muy similares a los de VGJ¢ y M13,
y muy superiores a los de CTX¢.136
Considerando que los cultivos de
V. cholerae en estas condiciones
crecen con densidades celulares de
aproximadamente 8 x 108 células /
(unidades de DO x ml), se calcula
que cada célula produce entonces
92 particulas virales como promedio
en el tiempo de cultivo ensayado
(6 h). Este valor es mucho mayor al
reportado para CTX¢ (mucho menos
de una particula por célula) y seme-
jante al calculado para VGJ¢ que es
de 125 particulas por célula.b

Durante el proceso de infeccion
VEJ¢ utiliza como receptor a la
fimbria MSHA, al igual que el resto
de los vibriofagos filamentosos des-
critos con la excepcion de CTXé¢.
Este era un resultado esperado con-
siderando la extensa homologia de
secuencia del genoma de VEJ¢ con
el de otros fagos de V. cholerae que
utilizan el mismo receptor (VGJ¢,
VSK, VSKK), y en particular, la casi
identidad del producto del ORF493
con la proteina de unién de VGJ¢ a
esta misma fimbria, pl11V¢%, Este re-
sultado confirma el hecho, discutido
por otros autores, de que MSHA es
una fimbria mucho més accesible a
la funcién de recepcién de fagos que
TCP, pues se expresa en una mayor
variedad de condiciones ambien-
tales, dentro y fuera del intestino
humano.??

Dentro de las secuencias nucleo-
tidicas de VEJ¢ y de los fagos integra-
tivos VGJ¢, VSK y VSKK se encon-
traron sitios de reconocimiento por
las recombinasas XerCD, ubicados
en todos los casos sobre la cadena
negativa (Fig. 4). Las recombinasas,
cuya funcién primariaes resolver los
dimeros de cromosomas generados

XerC

AGTGCGCATTATGTATG-TTATGTTAAAT
ACTTCGCATTATGTCGGCTTATGGTAAAA
ACTTCGCATTATGTCGGCTTATGGTAAAA
ACTTCGCAGTATGTCGGCTTATGGTAAAA
ACTTCGCATTATGTCGGCTTATGGTAAAA

difl(colera)
XerCD-VEJ(rev)
XerCD-VGJ(rev)
XerCD-VSK(rev)
XerCD-VSKK(rev)

durante la replicaciéon bacteriana,
catalizan ademas la integracion de
CTX¢y muy probablemente de VGJ¢
en el cromosoma bacteriano.2151
Cada uno de los sitios de recono-
cimiento identificados en aquellos
fagos es muy similar a difl (9 bases
de 11 a excepcién del sitio de unién
a XerC en VSK), y se encuentran a
unadistancia de 7 pb uno del otro, a
diferencia de la separacion de 6 pb
encontrada en difl. Esta topologia
parece satisfacer los requerimien-
tos de unién de las recombinasas
al ADN y de interaccion entre si
requeridas para la catalisis.*® En el
resto de las secuencias de estos fagos
no se encontraron parejas de sitios
similares a las mostradas en la Fig. 4.
Al considerar esto junto a las evi-
dencias presentadas por Campos y
col., que describen la integracion de
VGJ¢ y su cointegracion con CTX¢
y RS1, parece evidente que todos
estos fagos se integran al cromo-
soma hospedero utilizando a XerC
y XerD.2% El evento debe ocurrir por
recombinacion directa de las FRs y
no mediante mecanismos analogos
al de integracion de CTX¢, ya que
no se encontraron otras parejas de
sitios de unién a estas enzimas, cer-
canos entre si, que pudieran generar
estructuras secundarias semejantes
a difl en los genomas de ADNCcs de
estos fagos. Este mismo analisis nos
lleva a la suposicion de que, al igual
que VGJ¢, los fagos VEJ¢, VSK y
VSKK son capaces de recombinarse
con el ADNcs de CTX¢ formando
fagos hibridos que transportan los
genes de la toxina del célera entre
poblaciones bacterianas por infec-
cion via MSHA. En este trabajo se
obtuvieron resultados que apoyan
esta hipotesis para el caso de VEJ¢.

Este fago fue capaz de transducir
a CTX¢ y por tanto a los genes de
la toxina del célera entre cepas del
hospedero, lo cual fue demostrado
mediante la transferencia de resis-
tencia a kanamicina desde un cul-
tivo de 569B coinfectado con VEJ¢$

Regiodn
Central

XerD

Fig. 4. Comparacion, por alineamiento de secuencias, del sitio difl de V. cholerae con
sitios analogos codificados en las cadenas negativas de VEJ¢$, VGJ¢, VSK y VSKK.
Sobre fondo gris se destacan las bases consenso para cada posicion. También se mues-
tran los sitios probables donde se unen las recombinasas XerC y XerD separados por

la region central.

y CTX-Kn¢ hacia la cepa KHT52
que expresa MSHA perono TCP. La
transduccién no pudo producirse
por el simple empaquetamiento del
genoma de CTX-Kn¢ en la capside
de VEJ¢, ya que KHT52 contiene
profagos CTX¢F ™" integrados que
expresan el represor transcripcional
RstR, y por tanto es resistente a la
reinfeccion con esta variante del
fago.' La via de transmision debié
ser, por tanto, larecombinacién entre
la FR de VEJ¢ y el ADNcs de CTXé
para dar lugar a un fago hibrido
similar al formado entre VGJ¢ y
CTX¢, que utiliza como receptor la
fimbria MSHA.

La transduccion de CTX¢ por
VEJ¢ constituye un nuevo ejemplo
de transferencia genética horizontal
mediada por fagos en V. cholerae,
en particular de transmisiéon de los
genes de la toxina colérica, prin-
cipal factor de virulencia de este
patégeno. Este mecanismo de trans-
mision fue descrito anteriormente
para el fago VGJ¢, y como ha sido
discutido tanto en este trabajo como
por otros autores, otros fagos como
VSKy VSKK pudieran participar en
estrategias de transmision similares.
En consecuencia, los ejemplos de
transferencia horizontal de genes
en V. cholerae pudieran ser mas
abundantes de lo que hoy se conoce,
y su estudio sera vital para el desa-
rrollo de vacunas seguras contra
este patogeno.

CONCLUSIONES

VEJ¢ es un nuevo fago filamen-
toso de V. cholerae que utiliza la
fimbria MSHA como receptor, y su
estructuragendémicaesta organizada
en modulos funcionales de modo
similar a otros fagos filamentosos
descritos anteriormente. Desde el
punto de vista evolutivo, VEJ¢ esta
mas relacionado con fsl, VGJ¢ y
VSK, que con los demas fagos de V.
cholerae cuyas estructuras genémi-
cas han sido descritas. Al igual que
el fago VGJ¢, VEJ¢ es capaz de trans-
ducir aCTX¢y por tanto, a los genes
de la toxina del célera. Este ultimo
aspecto es de gran interés para el
estudio de los mecanismos de trans-
mision horizontal relacionados con
la evolucién de bacterias patégenas
que operan en la naturaleza.
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