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RESUMEN: Un nuevo bacteriofago, designado VCP1, fue aislado de la
cepa SG25-1 de V. cholerae 0139 y posteriormente caracterizado. Las
particulas purificadas del fago tienen morfologia filamentosa al
microscopio electrénico. La secuencia nucleotidica de su genoma, de 7543
nucleétidos, revela una organizacion genética caracteristica de otros fagos
filamentosos como los del grupo Ff en Escherichia coli y CTX¢, fsl y
VSK en V. cholerae. Sin embargo, VCP1 al igual que otros fagos
filamentosos de V. cholerae no presenta homologos del gen IV (porina
plV) de los fagos del grupo Ff. En esa region, equivalente a la region donde
CTX¢ porta los genes de la toxina del cdlera, VCP1 exhibe una zona
distintiva de 775 nucledtidos de funcion y origen desconocidos, para los
cuales no existen secuencias homdlogas en las bases de datos
internacionales. Dicha regién contiene un ORF hipotético, mientras el resto
del genoma tiene doce marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés open
reading frames). V. cholerae, infestado con VCP1, expresa altos niveles del
producto proteico del ORF112, que es altamente homologo a proteinas de
union a ADN de simple cadena, necesarias para la replicacion y
ensamblado de fagos filamentosos. La descripcién de este nuevo fago
filamentoso en V. cholerae, permitird estudiar su aporte a la patogénesis
molecular del cdlera y a la transmision horizontal de genes.

ABSTRACT: We found a novel filamentous phage, designated VCP1, in
strain SG25-1 of Vibrio cholerae 0139. The 7543 bases nucleotide
sequence of the phage genome was determined. The analysis of the
nucleotide sequence revealed that VCP1 had a distinctive region of 775
nucleotides with an unknown origin and function which did not show
homology with any entry in the databases, and a conserved region with
similar overall genomic organization to that of CTX¢, fs1 and VSK phages
of Vibrio cholerae and to phages of Ff group of Escherichia coli. Twelve
open reading frames (ORFs) homologous to previously reported peptides
of other filamentous phages were identified. As for CTX¢, no homologous
ORF to gene IV of the coliphages Ff is present in VCP1. The product
encoded by ORF112 was identified by mass spectrometry and amino
terminal sequencing and showed homology with single stranded DNA
binding proteins from previously characterized filamentous phages. The

identification of this phage in V.
cholerae will allow us to study its
contribution to the pathogenic process
and to the horizontal transmission of
genetic information between bacterial
populations.

INTRODUCCION

Los fagos filamentosos son virus
bacterianos pertenecientes al género
Inovirus de la familia Inoviridae. Sus
hospederos son generalmente bacterias
Gram-negativas aunque recientemente
fue aislado un fago filamentoso de
Propionibacterium freudenreichii, una
bacteria Gram-positiva.> A diferencia
de la mayoria de los virus bacterianos
descritos, los fagos filamentosos no
lisan a su hospedero, sino que
ensamblan sus particulas virales en la
membrana citoplasmatica bacteriana y
las exportan al medio extracelular en
un proceso continuo, cuyo resultado
no es la muerte bacteriana. Los fagos
filamentosos son  excretados en
cantidades variables, desde una
particula de fago por célula por hora
en el caso del fago CTX¢ de Vibrio
cholerae, hasta cientos de particulas
por célula por hora en el caso de los
fagos del grupo Ff (f1, Fd y M13) de
Escherichia coli.> * Sus particulas son
filamentos flexibles cuya longitud
oscila entre 800 y 2000 nm,
dependiendo del fago, y su grosor
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promedio es de 6 nm.? Cada
filamento esta formado por una
cubierta tubular proteica que
acomoda en su interior al genoma,
consistente en un ADN circular de
simple cadena (ADNsc) que al
infestar la bacteria hospedera es
convertido en ADN de doble cadena,
su forma replicativa (FR).> ® El
receptor de los fagos filamentosos
en la superficie de la bacteria son las
fimbrias tipo IV como la fimbria
sexual F en el caso de Escherichia
coli y los fagos del grupo Ff .%* Las
particulas virales se unen a su
receptor especifico y son
internalizadas a través de la
membrana en un proceso que
necesita del complejo tolQRA para
liberar su ADN genémico en el
citoplasma celular.*® La organi-
zacion genomica de estos fagos
refleja una relacién funcional, los
genes cuyos productos proteicos
participan en el proceso de
replicacion, los genes que codifican
las proteinas necesarias para el
ensamblado y los que codifican las
proteinas estructurales, se
encuentran agrupados en zonas
diferentes de su ADN.%7

Los fagos filamentosos, asi como
otros elementos genéticos accesorios

(plasmidios, islas  patogénicas,
transposones)  codifican  frecuen-
temente factores de virulencia

bacterianos que tienen marcado
efecto en la infeccibn y Ila
enfermedad.® Se considera que estos
elementos genéticos se mueven
horizontalmente entre cepas Yy
especies diferentes y verticalmente
dentro de la misma cepa o especie a
través de las poblaciones bac-
terianas.® En V. cholerae, agente
causal de la enfermedad diarreica
aguda del célera,” *° los genes que
codifican la toxina colérica, el
principal factor de virulencia de la
bacteria, se encuentran formando
parte del genoma de un bacteriéfago
filamentoso temperado, denominado
CTX¢." En el genoma de CTX¢ se
encuentran  otros  genes  Cuyos
productos proteicos ademas de ser
importantes para el ensamblado y la
estructura del fago, contribuyen a la
virulencia bacteriana como toxinas
(zot y ace) y (o) factores de
colonizacion (cep).**™® Eventual-
mente, el genoma de CTX¢ se

escinde del cromosoma de V.
cholerae y da lugar a particulas
infectivas, posibilitando la trans-
misién horizontal de genes de
virulencia desde cepas toxigénicas
hacia cepas no toxigénicas."
Ademas de CTX¢, recientemente
han sido descritos otros fagos
filamentosos  aislados de V.
cholerae, VSK, fs1, fs2 y 4931
de los cuales aln no se conoce si
codifican factores de virulencia
adicionales. VSK comparte un 87%
de homologia con fsl y su genoma
tiene hibridacién cruzada con 493 lo
que sugiere que han evolucionado a
partir de un ancestro coman.

El objetivo central de nuestro
estudio fue realizar la carac-
terizacion molecular de VCP1,
basados en la hipdtesis de que este
era un nuevo fago de la cepa
toxigénica de V. cholerae SG25-1.
Otros objetivos estuvieron enca-
minados a encontrar las relaciones
genéticas de VCP1 con otros fagos
de V. cholerae y E. coli.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidios
y medios de cultivo. La cepa E. coli
JM109 (recAl supE44 endAl
hsdR17 gyrA96 relAl thi A(lac
proAB)) fue utilizada para la
propagacion de plasmidios recom-
binantes. V. cholerae SG25-1,
serotipo 0139 (Calcuta, India,
1993), fue utilizada como donante
del fago VCP1, y V. cholerae 569B
(Serotipo O1, biotipo clésico,
serotipo Inaba) fue utilizada como
receptora de VCP1. El plasmidio
pUC19 fue utilizado como vector de
la clonacion para los fragmentos de
VCPL® El medio de cultivo
utilizado fue Luria-Bertani (LB)
(triptona, 1 %; extracto de levadura,
0.5 % y cloruro de sodio 1 %).
Opcionalmente se afiadi6 agar al 1.5
% para preparar medio sélido. Los
medios fueron suplementados cuan-
do fue necesario con antibi6ticos a
las concentraciones siguientes: am-
picillina, 100 pg/ml y polimixina B
(P), 100 U/ml. Los componentes de
los medios de cultivo fueron
comprados de Oxoid.

Enzimas y reactivos. Las
enzimas de modificacion restriccion,

polimerasas y nucleasas utilizadas
en este trabajo fueron adquiridas de
las firmas Boehringer Mannheim,
Amershan y (0) Promega y fueron
utilizadas de acuerdo con las
recomendaciones de los fabricantes.
Los reactivos empleados fueron
adquiridos de Merck, Sigma y (0)
Promega.

Purificacion de ADN plasmidico
y fragmentos. La purificacion de
ADN  plas-midico se realizd
utilizando los sistemas Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification
system y Wizard® Plus Midipreps
DNA purification System, ambos de
Promega. La separacion de
fragmentos de ADN se realizd en
geles de agarosa al 0.8 % (m/v), en
presencia de bromuro de etidio (1
pug/ml) para visualizar el ADN en
electroforesis conven-cionales o en
presencia de naranja de acridina (1
ug/ml) para distinguir ADN de
simple cadena de ADN de doble
cadena. La  purificacion  de
fragmentos de ADN a partir de geles
de agarosa se realiz6 utilizando el
sistema GFX™ PCR DNA and gel
Band  Purification = (Amersham
Pharmacia Biotech), teniendo en
cuenta las recomendaciones del
fabricante.

Secuenciacion  del genoma.
La secuencia nucleotidica de VCP1
fue realizada a partir de fragmentos
contiguos de VCP1 clonados en
pUC19, utilizando los oligonu-
cledtidos universales directo y
reverso,  ggtaacgccagggttttcc vy
ggaattgtgagcggataaca,  respectiva-
mente. Los fragmentos resistentes a
la clonaciéon fueron secuenciados
directamente del ADN de simple
cadena (ADNsc) del fago utilizando
los siguientes oligonucledétidos:
caagtcgagacgaactaagc, ccaagtaatacg-
ataaacgc, cggcattttgtgggcatcag, cgg-
cctatggtaaaagttge, tctctggtatcaccgat-
gcg, Y gegcttectecegtgtectc.

La secuenciacion se realizd de
modo automatico por el método de
Sanger,* utilizando un secuenciador
automatico ALFexpress 1l DNA
Analisis System. Las secuencias
obtenidas fueron empalmadas y
analizadas usando los programas
ALFwin Sequense Analyzer version
2.10 (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweeden), Redasoft Visual
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Cloning 2000 (Whitehead Institute
for Biomedical Research), Vector
NTI 6000 (Informas, Inc) y Gene
Runner version 3.05 (Hasting
Software, Inc). Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con las

bases de datos disponibles en
Internet utilizando el programa
Blast.

Southern blot. La técnica de
hibridacion Southern blot se realiz6
esencial-mente segin Sambrook y
col.® EI ADN fue digerido con
diferentes enzimas de restriccion y
los fragmentos resultantes separados
por electroforesis en geles de
agarosa al 0.8 %. Estos fragmentos
fueron transferidos a una membrana
tipo Hybond-N (Amersham
Pharmacia Biotech) siguiendo un
procedimiento de transferencia
alcalina por capilaridad descen-
dente.”* EI ADN adherido a las
membranas fue estudiado con
sondas de hibridacién marcadas con
el sistema no radioactivo DIG

labelling and  detection  Kit
(Boehringer Mannheim). La
manchas de hibridacion fueron

reveladas mediante un anticuerpo
especifico conjugado a fosfatasa
alcalina y una reaccion
cromogeénica.

Transfomacion bacteriana. La
electroporacién de cepas de
Escherichia  coli con  ADN
plasmidico se hizo mediante el
procedimiento de transformacion
descrito por Dower y col.,?
utilizando un voltaje de 2.5 kV en
cubetas de 2 mm de separacion entre
electrodos.

Electroforesis desnhaturalizante
en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Las electroforesis de
proteinas se realizaron esencial-
mente segin Laemmli,? utilizando
geles de porciento adecuado. Los
geles fueron revelados con azul
Coomasie.*

Purificacion de particulas
virales. Fue realizada partiendo de
100 ml de un cultivo infestado con
VCP1. La biomasa bacteriana fue
sedimentada por centrifugacién a
8000 x g durante 10 min. Poste-
riormente el sobrenadante fue
filtrado a través de membranas de
0.22 um. Las particulas presentes en
el filtrado fueron precipitadas por

centrifu-gacion a 12000 x g durante
20 minutos, luego de la adicién de
polietilenglicol 6000 al 5 % y NaCl
al 3 % e incubacion en hielo por 30
minutos. El precipitado con las
particulas virales fue redisuelto en
Iml de salina amortiguada con
fosfato (PBS).

Purificacion del genoma
ADNsc del fago. El genoma de
VCP1 fue purificado a partir de las
particulas  virales usando una
extraccion con fenol - cloroformo
segin Sambrook et al 1989.%

Ensayo de infeccion. La cepa
donante fue cultivada hasta alcanzar
una densidad 6ptica a 600 nm igual
a 2.0. Una alicuota del cultivo fue
filtrada por membranas de 0.22 um
para eliminar las bacterias. El
filtrado se chequed sembrando una
alicuota de 50 ul en placa de LB
sélido e incubando a 37°C toda la
noche para comprobar su esterilidad
por ausencia de unidades formadoras
de colonias. Se usaron 200 pl del
sobrenadante libre de células, o
diluciones del mismo, para infectar
20 pl de un cultivo fresco de la cepa
usada como receptora. La mezcla
fue incubada durante 20 minutos a
temperatura ambiente (TA).
Seguidamente, las células fueron
esparcidas en medio LB sdélido o
liquido segun convino y se dejaron
crecer a 37°C durante una noche. La
infeccién fue chequeada estudiando
la presencia de FR y ADNSsc
genémico de VCP1 en la cultivos
resultantes de células infectadas.

Titulacion del fago. Se procedid
como en la seccién anterior, solo
que las células infectadas con
diluciones del sobrenadante a titular
fueron inoculadas en una capa de
agar suave sobre placas de LB
solido. Las placas sembradas se
incubaron toda la noche a 37°C vy las
placas opacas (focos de infeccién)
observadas fueron contadas.

Microscopia electronica. Dife-
rentes cantidades de particulas
purificadas de VCP1 fueron tefiidas
negativamente con una solucién de
acetato de uranilo al 4 % (m/v) y
observadas sobre una rejilla Formvar
cubierta de carbono en un
microscopio electrénico de trans-
misién con un aumento de 50000
veces.

Identificacion de proteinas
mediante  espectrometria  de
masas. Para la identificacion de
proteinas por espectrometria de
masas fueron contratados los
servicios del Centro de Ingenieria
Genética y Biotec-nologia (CIGB).
Los espectros de masas fueron
obtenidos en un espectrometro de
masas hibrido con geometria
octogonal QTOF-2 (Micromass,
UK) equipado con una fuente de
ionizacién nanospray. El software de
procesamiento de los espectros de
masas empleado fue el MassLinx
version 3.5 (Micromass, UK). La
identificacion de proteinas en las
bases de datos se realiz6 utilizando
tres programas que se basan en
principios diferentes:

ProFound, PepSea, y MASCOT
(http://www.proteometrics.com/).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del fago VCP1 y
caracterizacion de su genoma.
Estudios previos realizados en
nuestro laboratorio a la cepa Vibrio
cholerae SG25-1 (serotipo 0O139)
habian mostrado la presencia de un
elemento  extracromosomal  en
preparaciones de su ADN total.
Comunmente los elementos extra-
cromosomales en bacterias pato-
génicas corresponden a plasmidios o
bacteriéfagos que codifican factores
de virulencia. SG25-1 es una cepa
virulenta que fue manipulada en
Cuba para obtener candidatos
vacunales 0139 mediante atenua-
cién genética, por lo que resulté de
interés conocer que codificaba este
elemento genético. Se trabajo con la
hip6tesis de que constituia la forma
replicativa de un fago. Experimentos
de transduccién de material genético
demostraron que el sobrenadante de
cultivo de la cepa donante SG25-1,
desprovisto de las bacterias donantes
mediante filtracion (0.22 pm),
permitia infectar la cepa receptora V.
cholerae 569B con un elemento
extracromosomal similar (Fig. 1). El
andlisis de restriccion de este ele-
mento extracromosomal con diferen-
tes enzimas produjo un patrén de
bandeo electroforético idéntico al
del plasmidio de la cepa
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donante (no mostrado), indicando
que el elemento extracromosomal se
transducia entre cepas de V.
cholerae y  sugiriendo  que

correspondia a la forma replicativa
del genoma de un bacteriéfago
excretado por la bacteria al cultivo.
A su vez, el sobrenadante de la cepa

1 2 3

w W

recién infectada transducia un
elemento genético similar hacia
otros cultivos virgenes de 569B.

Fig. 1. Preparacion de ADN plasmidico de las cepas de V. cholerae 1) SG25-1, 2) 569B y 3) 569B infectada con

sobrenadante de SG25-1.

Mediante un procedimiento gene-
ral de purificacion y precipitacion de
bacteriofagos con cloruro de sodio y
PEG (Materiales y Meétodos), las
particulas virales fueron purificadas
del sobrenadante de cultivo de la
cepa 569B infectada. Dichas
particulas precipitadas retuvieron la
capacidad de infectar nuevos
cultivos virgenes de 569B 'y
mantuvieron su estabilidad en PBS
durante al menos 6 meses a 4°C.

Habiendo purificado las particulas
virales, el acido nucleico genémico
de VCP1 fue extraido con fenol
cloroformo. El anlisis del A&cido
nucleico por digestion con distintas
enzimas demostr6 sus carac-
teristicas. El acido nucleico obtenido
fue resistente a la digestion con
ribonucleasa H indicando que el

genoma es de ADN y no de ARN
(no mostrado); este ADN fue
también resistente al tratamiento con
diferentes enzimas de restriccion
pero sensible al tratamiento con
nucleasa Mung-Bean y nucleasa S1
(resultados no mostrados), indicando
que el genoma del fago esta
constituido por ADN de simple
cadena (ADNsc). Los resultados de
una electroforesis de ADN
genomico en presencia de naranja de
acridina demostraron coincidencia
con los anteriores. El naranja de
acridina intercalado en el ADN de

doble cadena fluoresce verde
mientras que intercalado en el ADN
de simple cadena fluoresce naranja.
Como se esperaba el ADN
gendmico del fago fluorescio
naranja indicando su naturaleza de

simple cadena (resultado no
mostrado) y el ADN plasmidico
observado en las cepas infectadas
fluorescié verde denotando estar
compuesto por ADN doble cadena.

Experimentos de Southern blot
hibridados con una sonda obtenida a
partir del ADN de las particulas
virales demostraron la identidad
entre este y el ADN del elemento
extracromosomal en la cepa donante
SG25-1 y la cepa 569B transducida
(Fig. 2). Este resultado confirma que
el ADNsc del genoma viral es
producido por la FR citoplasmatica
y sugiere a la vez que estamos en
presencia de un fago filamentoso
que utiliza un mecanismo de circulo
rodante para producir ADNsc a
partir de su genoma, ensamblarlo y
exportarlo en particulas virales.

Fig. 2. Southern blot para demostrar que la FR citoplasmatica es la que genera al ADNsc genémico
del fago. Panel A: 1) electroforesis y 2) Southern de la FR del fago digerida con Hindlll. La flecha
sefiala una banda correspondiente a ADNsc citoplasmatico que se copurifica con la FR. Panel B:
1)electroforesis y 2) Southern del ADNsc gendémico del fago.
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La observacién al microscopio electrénico (ME) de particulas purificadas mostr6 que efectivamente se trata de un
bacteri6fago filamentoso (Fig. 3.)
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Fig. 3: Particulas del fago aisladas de sobrenadante de cultivo de 569B fueron tefiidas negativamente con acetato de
uranilo al 4% vy visualizadas por ME a 50000X.

La forma replicativa del fago
aislada de la cepa 569B infectada
fue mapeada mediante un andlisis de
restriccion. Dicho mapa (Fig. 4)
demostré que el tamafio del genoma

del bacteriofago (7543 b) era
diferente y generaba un patron
electroforético diferente al de todos
los fagos filamentosos especificos de
Vibrio cholerae reportados hasta el

momento en la literatura
internacional.  Estos  resultados
sugirieron que el fago aislado de
SG25-1 no habfa sido descrito
anteriormente y se denomino VCP1.

Kpnl (1135) Sacl (1369)
Avall (593) EcoRV (1699) Ndel (4048)
BstXI (258) EcoRV (2245) Xhol (4660)
Ndel (188) \ / EcoRI (2223) [ Xbal (5128) ~ Aval (6011)
7543 bp
e o ORF109
ORF112 ORF29 100
e ORF67
VCP1 7.5 kb
VI (33) X (52) VI (112)
IV (426)
M13 6.4 kb
cep (82)
ORF47 CIXA (258)
rstB (126); : ‘cth (124)
IStA (359) ISR (112)
CTX¢ 6.9 kb

Fig. 4. Mapa de restriccion de la FR del fago VCP1 linealizada por el ATG del ORF359 y comparacion de la
organizacion gendémica con los fagos CTX¢ de V. cholerae y M13 de E. coli. Al lado de cada mapa se muestra el
nombre y el tamafio del genoma del fago respectivo. El gen IV de M13 no tiene homdlogo en los demés fagos. Los
genes CtxA y ctxB que codifican la toxina colérica, tampoco presentan homélogo en los demas fagos.
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El ensayo de titulacion por placas
opacas (Materiales y métodos)
mostré que un cultivo de 569B
infestado con VCP1 puede producir
3x10™ particulas de fago por ml de
cultivo, lo cual es inusualmente alto
comparado con  otros  fagos
filamentosos  descritos en V.
cholerae como CTX¢, que exhibe
titulos hasta un méaximo de 10°
particulas por ml.

Secuencia  nucleotidica  del
genoma de VCP1l. La secuencia
nucleotidica obtenida de VCP1
permiti6 determinar el tamafio
exacto de su genoma, 7543 bases
con un 43,39% de G+C. El % de
G + C es ligeramente inferior al del
genoma de V. cholerae (~ 47%). El
andlisis de la secuencia permitio
ademas identificar los marcos
abiertos de lectura (ORF -del inglés
open reading frame), y la prediccion
tedrica de sus productos proteicos y
luego compararlos con las bases de
datos de proteinas disponibles en
Internet. Esto permitié confeccionar
un mapa del genoma con los ORFs
gue con mayor probabilidad originan
productos proteicos (Fig. 4). Solo
aquellos ORFs conservados en
cuanto a posiciéon relativa en el
genoma, tamafio y (0) homologia de
su producto proteico con genes
descritos en fagos filamentosos
conocidos o aquellos ORFs
residentes en la region distintiva del
fago fueron considerados ORFs més
probables.

La organizacion genémica de
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VCP1 fue similar a la de fagos
filamentosos bien conocidos como
los del grupo Ff (M13, fd y f1) de E.

coli 'y a la de otros fagos
filamentosos de V. cholerae (CTX¢,
fsl, fs2 y VSK) vy Vibrio

parahaemolyticus (Vfl2, V{33 vy
Vf03k6) (Fig. 4). Una diferencia
importante de VCP1 con los fagos
del grupo Ff es que no presenta un
gen homologo al gen IV de estos
fagos (Fig. 4). Este gen codifica una
porina esencial para el ensamblado
de las particulas de los fagos del
grupo Ff. El hecho de no estar
presente un gen homélogo al gen 1V
en VCP1, sugiere que este fago
utilice una porina del hospedero para
el ensamblado de las particulas
virales en la membrana tal como
ocurre en el caso del fago CTX¢.”

Es importante sefialar que el
andlisis de la secuencia de VCP1
mostro la existencia de una estrecha
interrelacion evolutiva entre este
fago y los fagos fsl y VSK con los
cuales comparte varios ORFs
altamente homdlogos (no mostrado).
El ADN de VCP1 comparte también
mas de un 70 % de homologia
nucleotidica a través de gran parte
de su genoma con los fagos fsl y
VSK. Sin embargo, existen zonas
del genoma altamente divergentes y
ORFs no compartidos entre estos
fagos, ademéas de presentar un
tamario gendmico diferente.

Perfil proteico de VCPL1. En el
andlisis mediante electroforesis en
geles de poliacridamida con SDS

«~ <« PORF112

<« PMC

Figura 5. Perfil proteico de VCP1 analizados por SDS-PAGE vy tincion con plata.
1) Marcador de peso molecular, los nimeros de la izquierda indican el peso en
kDa; 2) Proteinas totales de particulas virales purificadas, obsérvese la proteina
mayoritaria de la capsida (PMC); 3) Proteinas totales de células completas de 569B
y 4) Proteinas totales de células completas de 569B infectada con VCP1. Nétese el

producto del ORF112 (PORF112).

(Materiales y métodos) de las
proteinas totales de la cepa 569B
infectada con VCP1 se observo una
alta expresion de una proteina de
talla molecular aparente de 14.2
kDa. Esta proteina no se observé en
el control de 569B sin infectar (Fig.
5). La identificacion por espectro-
metria de masas de dicha proteina
revel6 que se trataba del péptido
codificado por el ORF112 (Fig. 4)
del fago VCP1l. Este andlisis
también mostré6 que el péptido
maduro posee una masa molecular
real de 12.72 kDa y que carece de la
metionina inicial. Probablemente
esta proteina sea procesada por la
metionina aminopeptidasa, como
muchas proteinas bacterianas lo son.
La  metionina  aminopeptidasa
(peptidasa M) escinde la metionina
inicial de los péptidos que presentan
un amino &cido pequefio (Ala, Pro,
Ser, Thr, Gly, Cys y Val) adyacente
a la misma.?® El péptido codificado
por el ORF112 presenta una alanina
adyacente a la metionina inicial
indicando que este procesamiento es
posible. La proteina codificada por
el ORF112 presenta homologia con
la proteina V del fago M13 de E.
coli, una proteina de union al ADN
de simple cadena, atil durante el
proceso de replicacion del fago por
el mecanismo del circulo rodante.
Esto sugiere que en el fago VCP1 la
proteina identificada realiza la
misma funcidn.

El andlisis del perfil proteico en
SDS-PAGE de particulas de VCP1
purificadas (Fig. 5) demostré que la
proteina mayoritaria de la capsida
migra con una masa molecular
aparente de aproximadamente 3
kDa. Experimentos similares, utili-
zando electroforesis en solucion
tampdn Tris-tricina para estimacion
de masas moleculares de proteinas
pequefias, mostr6 que la misma
proteina migraba con una masa
molecular aparente de aproxima-
damente 6 kDa (resultado no
mostrado). Ademas de la proteina
mayoritaria de la capsida se
observaron otras bandas de mucho
menor intensidad, algunas de las
cuales deben corresponder a
proteinas minoritarias de la capsida
(Fig. 5). Tanto la proteina
mayoritaria como las bandas
minoritarias estan siendo estudiadas
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actualmente por espectrometria de
masas para asociarlas con sus genes

respectivos y estudiar el

proce-

samiento post-traduccional, si lo
hay, en cada una de ellas.

CONCLUSIONES

El fago VCP1 es un nuevo fago

filamentoso de Vibrio cholerae,
capaz de infectar los dos serotipos
causantes de cdlera, el O1 y el
0139. Su genoma esta compuesto
por acido desoxirribonucleico de
simple cadena de topologia circular,
con un tamafio de 7543 bases. Es un
fago que exhibe altos titulos de
transfeccion comparado con otros
bacteriofagos de Vibrio cholerae,
por lo que resulta de interés estudiar
prospectivamente su papel en la
patogénesis molecular del célera y
en la transferencia horizontal de
genes.
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