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Resumen

Los factores sigma se asocian a la ARN polimerasa y le confieren especificidad de reconoci-
miento de regiones promotoras. Esto provee un nivel de regulacion transcripcional, que determina
que un grupo de genes sea expresado de acuerdo a las necesidades fisiol6gicas de la célula bacteria-
na. El analisis de secuencia de la region del origen de replicacion de Mycobacterium smegmatis
revel6 la presencia de un marco de lectura con capacidad codificante para un factor sigma de la
subfamilia ECF (“extracytoplasmic function”), los cuales se caracterizan por dirigir la transcrip-
cion de genes en respuesta a cambios en las condiciones ambientales. Con el objetivo de identificar
las condiciones ambientales que estimulan la expresion del gen aislado, designado suoM (“sigma
unido al origen en micobacterias”), se construyeron fusiones transcripcionales PsuoM-lacZ’ sobre
el plasmido de fusiéon de operones pJEM15. Las construcciones se introdujeron por electropora-
cidon en M. smegmatisy las células transformadas se sometieron a varias condiciones de estrés am-
biental a fin de estudiar la actividad promotora del gen suoM mediante ensayos -galactosidasa. Se
observo un incremento de 2,0-3,5 veces en la actividad promotora, al transferir las células a 45°Cy
cuando el cultivo alcanza fase estacionaria de crecimiento. Los resultados sugieren que suoM po-
dria estar involucrado en la regulacion de la expresion de genes en condiciones de elevada tempe-
raturay en fase estacionaria de crecimiento, condiciones inductoras que podrian tener algin signi-
ficado en el potencial patogénico de micobacterias y en la habilidad de M. tuberculosis para causar
infeccion latente.
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Abstract

Sigma factors associate with the RNA polymerases and confer specificity in the recognition of
promoter regions. This provides a transcriptional regulatory level, that determines that a sets of
genes is expressed according to the physiological necessities of bacterial cell. The sequence
analysis of the region of replication origin of Mycobacterium smegmatis revealed the presence of a
reading frame with capacity to codify a sigma factor of the ECF subfamily (“extracytoplasmic
function”), which are characterized by directing the transcription of genes in response to changes
in the environmental conditions. Transcriptional fusions PsuoM-lacZ’ in operon fusion plasmid
pJEM15 were constructed with the objective of identifying the environmental conditions that
stimulate the expression of the isolated gene, named suoM (“sigma linked to the origin in
mycobacteria”), The constructions were introduced by electro-poration in M. smegmatis and the
cells were grown under different environmental stress conditions. The promoter activity of the
gene suoM was measured by (-galactosidasa expression. An increase of 2.0-3.5 times in the
promoter activity was observed when the cells were transferred to 45°C and when the culture
reached stationary growth phase. The results suggest that suoM could be involved in the regulation
of gene expression in conditions of high temperature and in the stationary growth phase, inductive
conditions that could have some significance in the pathogenic potential of mycobacteria and the
ability of M. tuberculosis to cause latent infection.

Key words: M. smegmatis, suoM, stress, stationary phase, -galactosidase, pJEM15.

Introduccion

En células procariotas los genes son
transcritos por la enzima ARN polimerasa
(ARNP), constituida por las subunidades «.,
B, By un factor sigma (o). El factor sigma se
asocia transitoriamente con las otras subuni-
dades dela ARNP e incrementa la afinidad de
la holoenzima por secuencias promotoras es-
pecificas de genes. Recientemente se reportd
un grupo de factores sigma que tienen en co-
mun la caracteristica de regular la expresion
de genes en respuesta a estimulos extracito-
plasmaéticos, por lo cual se les design6 subfa-
milia ECF, por “extracytoplasmic function”
(15). Algunos ECFs, tales como AlgU (¢F) en
P. aeruginosa (31) y HrpL en E. amylovora
(29) se han asociado a mecanismos de viru-
lencia o persistencia bacteriana.

El analisis de secuencia de la region del
origen de replicacion de M. smegmatis (23),
reveld la presencia de un marco de lectura

(orf) con capacidad codificante para un poli-
péptido de 191 aminoacidos homologo a los
factores sigma de la subfamilia ECF.

Dada la importancia de la subfamilia
ECF en la supervivencia frente a condicio-
nes ambientales adversas, reconocida en
varios géneros bacterianos, en este trabajo
se reportan algunos hallazgos sobre la regu-
lacion de la expresion de suoM (“sigma
unido al origen en micobacterias”) por con-
diciones ambientales, fin de definir si suoM
comparte caracteristicas funcionales co-
munes con otros factores sigma ECF identi-
ficados en micobacterias y otras especies
bacterianas. En el genoma de M. tuberculo-
sis se identifico un homologo de suoM, por
lo cual los estudios de expresion de este gen
podrian contribuir a dilucidar posibles me-
canismos de supervivencia, de micobacte-
rias de importancia clinica dentro del hos-
pedador humano.
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Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas y plasmidos

Se utiliz6 E. coli XLi-Blue (Stratagene,
La Jolla Calif.) para propositos generales de
clonamiento y amplificacién de moléculas re-
combinantes. La expresion de suoM se estu-
di6 en M. smegmatis mc2155, una cepa mu-
tante de mc26, caracterizada por alta eficien-
cia de transformacion (27). Los plasmidos
utilizados en este trabajo se describen en la
Tabla 1.

2. Enzimas y reactivos

Se utilizaron endonucleasas de restric-
cion, T4 DNA ligasa, fosfatasa alcalina, pro-
teinasa K, lisozima y fragmento Klenow dis-
ponibles en el laboratorio (New Englands
Biolabs, Boehringer Mannheim Biochemi-
cals o Promega Corporation).

3. Medios y condiciones de cultivos
Para cultivos de E. coli, se utiliz6 medio
Luria Bertani (LB) y placas de LB 1,5% Agar.
Para cultivos liquidos de M. smegmatis, se
utiliz6 medio Middlebrook 7Hg (DIFCO) su-
plementado y LB-1,5 Agar o 7H10 (DIFCO)

Tabla 1. Plasmidos utilizados en este estudio

para cultivo en placas. Como medio minimo
se utilizd una mezcla basal de sales: KH.PO,
0,1%; NaHPO, 0,25%; NH,CIl 0,5%; K.SO,
0,2% suplementado con glucosa (0,5%) o gli-
cerol (0,05%) y Tween 80 (0,05%). La incuba-
cion se llevo a cabo a 37°C con agitacion a 200
rpm. Para estudiar el efecto de altas tempera-
turas sobre la expresion de suoM, los cultivos
creciendo a 37°C se transfirieron durante 1h a
3h a 45°C. Para estudiar expresion depen-
diente de fase de crecimiento, previa elabora-
cion de la curva de crecimiento, se tomaron
alicuotas de cultivo a densidades opticas cre-
cientes (fase exponencial, DOsoonm=0,3-0,6;
fase estacionaria, DOsoonm=4-6). Para otras
condiciones de estrés, 10 mL de cultivo cre-
ciendo exponencialmente DOgoonm= 0,3-0,6
se centrifugaron a 5000xg por 5 min y el sedi-
mento se resuspendi6 en 10 mL de cada uno
de los reactivos de estrés para ser incubados a
37°C por periodos de 1h a 3h.

4. Construccion de fusiones
transcripcionales suoM de M.
smegmatis (psuoM-lacZ’)

Estas se disefiaron a través del analisis
de secuencia y patrones de restriccion del
subclon pOS235 (Figura 3). Este subclon se

Plasmidos Descripcion Referencia
pUC118 Fagémidos de 3,16 Kpb. Contiene origen de replicacion en E. coli (oriE) 24
pUCi19 Incluye un segmento del general lacZ de E. coli que codifica un péptido
de a-complementacién. AmpR

pJEMi5 Vector “shuttle” (9,5 kpb). Origen de replicacion de E. coliy de 28
Micobacterias. Contiene general cli-lacZ’ desprovisto de sus secuencias
regulatorias, precedido por sitio de clonamiento multiples (MCS). Kan®

POS235 Gen suoM de M. smegamtis clonado en pUC118 como un fragmento 23
Smal de 1090 pb que incluye toda la region codificante suoM y 407 pb
de la region que precede el codon de iniciacion de la traducciéon

pFsBP Fragmento BamHI-Pvull de 526 pb que incluye 407 pb de regién que Este estudio

precede el codon de iniciacion de la traduccion de souM de M.

smegmatis clonado en pJEM 15. KanR.
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construy6 por insercion en el sitio Smal de
pUC118 (Tabla 1), de un fragmento Smal de
1,084 Kpb aislado de una region localizada a
una distancia de 10,4 Kpb precediendo el ori-
gen de replicacion de M. smegmatis (23). El
fragmento incluye el gen suoM y 407 pb de la
region que precede el sitio de iniciacion de la
traduccion. Parala obtencion de los fragmen-
tos a fusionar, este subclon fué digerido con
enzimas apropiadas para obtener fragmentos
de longitud variable (Figura 3). Todos los
fragmentos con extremo 5’ BamHI se ligaron
al vector de fusion de operones pJEM15 (28),
digerido con BamHI-Kpnl, seguido de trata-
miento con el fragmento Klenow de DNA po-
limerasa para la obtencion de extremos pla-
nos y ligacion subsecuente.

Las construcciones se introdujeron en E.
coli para amplificacion y analisis de ADN con
enzimas de restriccion. Una vez confirmadas
por secuenciacion, las fusiones transcripcio-
nales se electroporaron en M. smegmatisy las
transformantes se seleccionaron como colo-
nias azules en placas 7H10-OADC-Tween 80
con kanamicina y X-Gal (80 ug/mL). Para
confirmar la presencia del plasmido, se sigue
el procedimiento de electroduccion descrito
por Baulard y cols. (2).

5. Ensayos de actividad
p-Galactosidasa

La actividad promotora de los fragmen-
tos clonados se investigo a través de ensayos
B-Galactosidasa siguiendo protocolos descri-
tos previamente (18, 24). Para cada ensayo se
mezclaron 201 pl de Buffer Fosfato de Sodio
0,1M pH 7.0, 30 ul de extracto libre de células
obtenidas por sonicacion (de las cepas con
fusiones reporteras psuoM-lacZ) y 3 ul de so-
lucion de Mg 100X (0,1M MgCl.,, 4,5M -me-
rcaptoetanol). Se preincub6 la mezcla a 37°C
por 10 min y se disparoé la reaccion por adi-
cion de 66 pl de ONPG 1X (4mg/mL en Buffer
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Fosfato de Sodio 0,1 M, pH: 7,0). La reaccion
se detuvo por la adicion de 500 pl de Na.COgq
1M. La actividad especifica de la enzima se
calculd mediante la formula: U= 200 x
D.O.420um/mg de proteinas totales x tiempo
de reaccidon (24, 28). Unidades f-Galactosid-
asa = (mg de proteinas x min)™'. La determi-
nacion de proteinas totales se realizd por el
Método de Bradford (3).

Resultados

1. Organizacion del locus suoM en
M. smegmatis

El gen suoM (“sigma unido al origen de
replicacion”) se identifico cuando se estaba
analizando la secuencia de toda la region del
origen de replicacion de M. smegmatis (23).
suoM esta localizado a una distancia de apro-
ximadamente 10,4 Kpb del origen de replica-
cion Figura 1y la comparacion de este gen con
la base de datos revel6 su capacidad codifican-
te para un factor sigma de la subfamilia ECF.
suoM consta de 573 pb (192 codones), codifi-
cando una proteina de 191 aminoacidos con
un PM aproximado de 21,5 Kda.

Precediendo al gen suoM se identifico
el gen pknC con capacidad codificante para
una serin-treonin quinasa tipo eucariota
Figura 1. Muy préximo a suoM se localiza
un orf2 que codifica una proteina de 260
aminoacidos (~28Kd) que no muestra ho-
mologia con alguna proteina conocida de la
base de datos. Adyacente a orf2, se encuen-
tra el gen trxB, codificando la enzima tiore-
doxin reductasa.

2. Seleccion de fragmentos con
actividad promotora

Para localizar los fragmentos de maxima
actividad promotora de suoM, se construye-
ron varias fusiones transcripcionales psuoM-
lacZ’ sobre el vector pJEM15 (28), un plasmi-
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Figura 1. Organizaciéon genémica del locus suoM de M. smegmatis. Las flechas indican la orien-
tacion transcripcional de cada gen. En el interior de los recuadros, se sefiala tamano del
producto génico. La identidad de los productos se asigna por criterios de homologia de
secuencias con proteinas conocidas de la base de datos. Esta organizacion es conserva-
da en M. tuberculosis, donde suoM corresponde al orf RV3911.

do de fusion de operones que contiene el gen
lacZ’ sin promotor, de manera que la expre-
sion de f-Galactosidasa queda bajo el control
de secuencias clonadas en el sitio de clona-
miento multiple Figura 2. Se clonaron frag-
mentos de longitud variable de la regién pre-
cediendo el sitio de iniciacion de la traduccion
de suoM. Cada una de las fusiones psuoM-
lacZ’ se introdujeron por electroporacion en
M. smegmatis y se ensayo la actividad -Gala-
ctosidasa en las cepas transformadas.

En la Figura 3 se observa que excep-
tuando la fusion pFsNH, que corresponde a
263 pb de regién codificante de suoM, todos
los fragmentos clonados en pJEM15, apoyan
la expresion de lacZ’, demostrando la presen-
cia de secuencias con actividad promotora en
dichos fragmentos. Todas estas fusiones in-
cluyen 407 pb de la region 5’ regulatoria de
suoM, variando tnicamente la longitud de
region codificante, sin embargo, éstas mues-
tran diferencias marcadas en los niveles de
actividad g-Galactosidasa, que van desde 4
hasta 9,5 veces por encima de valores control
(pJEM15). En el caso particular de la fusiéon
pFsBP (fragmento BamHI-Pvull), ésta resul-
t6 1,5 veces mayor que pFsBM (fragmento
BamHI-MLul), aunque varian solo en 36 pb
de region codificante.
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3. Condiciones ambientales que
inducen la actividad promotora
de suoM-lacZ’

Para ensayar los cambios en la expre-
sion de suoM se seleccioné la fusion pFsBP,
debido a que exhibi6 la maxima actividad
promotora. La expresion de suoM-lacZ’ se
estudi6 en cepas de M. smegmatis transfor-
madas con fusiones (pFsBP) sometidas a di-
versas condiciones de estrés, a fin de repro-
ducir de una manera aproximada algunos de
los microambientes adversos, a los cuales se
exponen las bacterias patégenas en tejidos
del hospedador (7, 17) e identificar cual o
cuales de estas condiciones estimulan la acti-
vidad promotora de suoM-lacZ’.

Se observo maxima induccién de la ex-
presiéon de psuoM a alta temperatura y en
fase estacionaria de crecimiento. La activi-
dad promotora de psuoM-lacZ’, medida
como actividad S-Galactosidasa, resulté en
un incremento de aproximadamente 2 veces
a alta temperatura y alcanz6 valores maxi-
mos de expresion (3,3 veces) en fase estacio-
naria de crecimiento Figura 4.

Cuando los cultivos se sometieron a me-
dios de estrés conteniendo H.O. smM, SDS
0,01% y NaCl 2,4% se observa una disminu-
cion de la actividad promotora de aproxima-
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Figura 2. Plasmido multicopia (pJEM15) utilizado para la construccién de Fusiones Transcrip-

cionales p-lacZ’. Se indican los elementos genéticos regulatorios de pJEM15 que per-
miten estudiar la actividad promotora de fragmentos insertados en el sitio de clona-
miento multiple (MCS). Este altimo es seguido del gen lacZ desprovisto de su region 5°
regulatoria (lacZ’). Posee un sitio de union del ribosoma sintético (sRBS) que permite
la apropiada traduccion del mRNA de lacZ. Se muestra la secuencia del sitio de clona-
miento multiple y los primeros codones de lacZ (Timm y cols., 1994).

damente 50%, 30% y 20% respectivamente.
La baja disponibilidad de nutrientes no pare-
ce ser un estimulo para la regulacion de la ex-
presion de suoM, ya que los cultivos incuba-
dos en un medio basal de sales (MBS) exhi-
ben valores de actividad p-Galactosidasa
comparables a aquellos obtenidos de cultivos
creciendo exponencialmente en medio rico
(7H9-OADC) Figura 4.

Discusion

En el locus suoM localizado en la region
del origen de replicacion de M. smegmatis, se
localizan genes que pudieran estar camplien-
do un papel muy importante en la regulacion
y la respuesta a estrés mediada por suoM.
Sera importante explorar la posible relacion
entre suoM y los genes adyacentes. El interés
en el orf2 obedece a que en algunos de los
operones ECF se localizan sus propios regu-
ladores negativos (13, 19, 20, 22). En el caso
del gen trxB, hay un antecedente muy impor-

tante de regulacion de genes trx por el factor
oR (21) cuyo gen sigR, también se localiza en
la region del origen de replicaciéon en Strep-
tomyces coelicolor (8), una especie estrecha-
mente relacionada con micobacterias. Se co-
noce que los sistemas TR-Trx proveen equi-
valentes reductores a la enzima ribonucledti-
do reductasa, contribuyendo a la sintesis de
ADN, sin embargo, mas recientemente se ha
resaltado el papel de este sistemas redox en
mecanismos de supervivencia de la célula
bacteriana expuesta a medios oxidativos y a
multiples condiciones de estrés (25).

Asi mismo resulta de gran interés el gen
pknC, precediendo a suoM, que codifica una
serin-treonin quinasa tipo eucariota Figura 1.
En B. subtilis, 1as sefiales ambientales que ac-
tivan la proteina o®, un factor sigma de res-
puesta a estrés, son traducidas por pares de
serin-treonin quinasas y fosfatasas (1). Se re-
quieren otros enfoques genéticos y bioquimi-
cos que permitan identificar el sustrato y el
par fosfatasa del producto de pknC.

Kasmera302): 101-111, 2002
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Figura 3. Mapa de restriccion del subclon pOS235 y construccion de fusiones transcripcionales
psuoM-lacZ’ de M. smegmatis. Los fragmentos 5’ de suoM clonados en pJEM15 fueron:
BamHI-Sall (pFsBS); BamHI-HinclI (pFsBH); BamHI-Pvull (pFsBP), todos incluyen-
do 407 pb de regiéon 5’ regulatoria, excepto NspI-HinclI (pFsNH). La longitud de los
fragmentos clonados se muestra entre paréntesis. En la columna de la derecha se mues-
tra la actividad -galactosidasa de cada una de las fusiones suoM-lacZ’. Se muestran va-
lores promedios +/- desviaciones estandar de 3 a 5 ensayos independientes.

Los resultados demostraron actividad
promotora en la region precediendo el sitio
de iniciacion de la traduccién de suoM Figura
3. Como era de esperar de la estructura del
gen, la fusion pFsNH no apoy¢ la expresion
de f-Galactosidasa debido a que el fragmento
clonado contiene solo regién codificante de
suoM (263 pb). Las diferencias significativas
observadas en los niveles de actividad -G-
alactosidasa entre las fusiones psuoM-lacZ’
que solo varian en porcién codificante, po-
drian atribuirse a regiones de iniciacion de la
traduccion de ARNms de lacZ’ mas o menos
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accesibles. De hecho, ademas de localizar re-
giones conteniendo el promotor, la explora-
cién de diferentes fragmentos de longitud va-
riable, nos permite seleccionar aquellas fu-
siones con una eficiente traduccion de lacZ.
Estas variaciones han sido documenta-
das en la literatura. Linn y Pierre (14) repor-
taron que una fusion transcripcional p-lacZ’
con una actividad B-Galactosidasa de 1200U
Miller, incrementaba a 3250U Miller, des-
pués de removerle 6 pb al extremo 3’ del frag-
mento clonado antes de lacZ’. Al analizar la
estructura secundaria de los hibridos de
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Incremento en actividad p-galactosidasa

Figura 4. Incremento relativo de actividad promotora de fusiones transcripcionales
psuoM-lacZ’ en cepas de M. smegmatis sometidas a condiciones de estrés. El valor 1
fue asignado al valor de Actividad -Galactosidasa obtenido para la cepa control cre-
ciendo exponencialmente en medio rico a 37°C. Se muestran valores promedios +/-
desviaciones estandar de 3 a 5 ensayos independientes.

ARNm de las dos fusiones transcripcionales,
encontraron que el primero formaba una es-
tructura secundaria muy estable que secues-
traba el RBS y el coddn de iniciacion de la tra-
duccion de lacZ’, mientras que estos elemen-
tos, requeridos para una eficiente traduccion
de lacZ’, eran accesibles en el ARNm resul-
tante después de remover los 6 pb. Concluye-
ron que las caracteristicas de secuencias clo-
nadas precediendo a lacZ’, afectan la eficien-
cia de su traduccion.

En este trabajo se demostr6 inducciéon
de la expresion de suoM por altas temperatu-
ras. Aligual que suoM, en micobacterias tam-
bién se ha reportado la induccién por altas
temperaturas de los genes sigB (9, 11), sigE
(30) y sigH (6), todos codificando factores
sigma de estrés. Recientemente se ha sefiala-
do el posible papel de sigE en el potencial pa-
togénico de micobacterias, debido a que una

cepa de M. tuberculosis mutante sigE—resul-
t6 mas sensible a diversas condiciones de es-
trés y exhibi6 una disminucién en su capaci-
dad en crecer en el interior de macroéfagos
(16). Adicionalmente se encontr6 que la ex-
presion de sigB es parcialmente dependiente
de un gen sigE funcional, lo cual sugiere la
posibilidad de cascadas de regulaciéon entre
factores sigma en micobacterias.

Es factible que en micobacterias existan
miultiples mecanismos de respuesta a estrés
térmico, lo cual puede involucrar solapa-
miento y/o cooperacion funcional entre los
regulones controlados por estos factores sig-
ma. Para discriminar entre estas dos posibili-
dades es necesario identificar los genes de
choque térmico controlados por cada uno de
estos factores sigma.

La induccion del transcrito suoM cuan-
do las células alcanzan fase estacionaria de
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crecimiento, sugiere que este gen puede ser
importante en los cambios adaptativos expe-
rimentados por micobacterias cuando cesa el
crecimiento exponencial, sin embargo, son
tan profundos los cambios en la fisiologia
bacteriana en fase estacionaria, que resulta
dificil proponer alguna sefial generada en
fase estacionaria que estimule la transcrip-
ciéon de suoM. Recientemente, en cultivos de
M. smegmatis en fase estacionaria, se han re-
portado ciclos de division reductiva, incre-
mento en la estabilidad del ARN estable y en
la resistencia a condiciones de estrés (26), lo
que en otros organismos se ha denominado
“respuesta general a estrés de fase estaciona-
ria” (10, 12).

Probablemente la inducciéon de suoM en
fase estacionaria, mas que cumplir funciones
de defensa a estrés general, como se ha suge-
rido para SigF, el factor sigma de fase estacio-
naria en micobacterias (4, 5), pudiera estar
controlando respuestas a senales de estrés
especificas, por ejemplo, desnaturalizacion
de proteinas, que son sefnales generadas du-
rante el crecimiento estacionario, comunes a
aquellas de choque térmico, condicion que
también induce la expresion de suoM.

Dada la importancia de la respuesta a
estrés en la supervivencia y en el potencial vi-
rulento sefialado en diversos géneros bacte-
rianos, resulta de interés identificar y carac-
terizar genes de los regulones controlados
por suoM, los cuales podrian estar partici-
pando en el establecimiento de infeccion y
persistencia de especies de micobacterias pa-
togenas en hospedadores humano y animal.

Conclusiones

El gen suoM, localizado en la region del
origen de replicacion de Micobacterias, com-
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parte caracteristicas estructurales y funcio-
nales con los factores sigma de la subfamilia
ECF y podria controlar regulones involucra-
dos en mecanismos de defensa, adaptacion o
reparacion de dafios causados por condicio-
nes de estrés térmico o cuando cesa el creci-
miento exponencial en micobacterias, condi-
ciones inductoras que podrian tener algin
significado en el potencial patogénico de mi-
cobacteriasy en la habilidad de M. tuberculo-
sis para causar infeccion latente.

Referencias Bibliograficas

(1) Akbar S., Gaidenko, T.A.,, Kang C.M.
O’Reilly M., Devine K.M. Price C.W. New
family of regulators in the enviromental sig-
naling pathway which activates the general
stress transcription factor sigma (B) of Ba-
cillus subtilis. J. Bacteriol. 2001; 183:
1329-1338.

(2) Baulard A., Jourdan, C., Mercenier A.,
Locht, C. Rapid mycobacterial plasmid
analysis by electroduction between Myco-
bacterium spp. and Escherichia coli. Nu-
cleic. Acids. Res. 1992; 20: 4105-4110.

(3) Bradford M.M: A rapid and sensitive
method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle
of protein-dye binding. Anal. Biochem.
1976; 72: 248-254.

(4) ChenP., Ruiz R.E,, Li Q., Silver R.F, Bishai,
W.R. Construction and characterization of a
Mycobacterium tuberculosis mutant lack-
ing the alternate sigma factor gene, sigF. In-
fect. Immun. 2000; 68: 5575-5580.

(5) Demaio J., Zhang Y., Ko Ch., Young D.B.,
Bishai W.R: A stationary-phase stress-
response sigma factor from Mycobacterium
tuberculosis. Proc. Natl. Acad. Sci. 1996;
93: 2790-2794.

(6) Fernandes N.D., Wu Q.L., Kong D., Puyang
X., Garg S., Husson R.N. A mycobacterial
extracytoplasmic sigma factor involved in
survival following heat shock and oxidative
stress. J. Bacteriol. 1999; 181: 4266-4274.



110
@)

®

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

Finlay B.B., Falkow S: Common themes in
microbial pathogenicity. Microbiol. Micro-
biol. Mol. Biol. Rev. 1997; 61: 136-169.
Gal-Mor O., Borovok I. AV-Hay Y., Cohen,
G., Aharonowitz Y: Gene organization in the
trxA/B-oriC region of the Streptomyces coe-
licolor chromosome and comparison with
other eubacteria. Gene 1998; 217: 83-90.
Gomez J.E., Chen J-M., Bishai W.R: Sigma
factors of Mycobacterium tuberculosis. Tu-
ber. Lung. Dis. 1997; 78: 175-183.
Hengge-aronis R. Interplay of global regula-
tors in the general stress response of
Escherichia coli. Curr. Opin. Microbiol.
1999; 2: 148-152.

Hu Y., Coates A.R.M: Transcription of two
sigma 70 homologue genes, sigA and sigB,
stationary-phase Mycobacterium tubercu-
losis. J. Bacteriol. 1999; 181: 469-476.
Kolter R: Guest commentary. Growth in
studying the cessation of growth. J. Bacte-
riol. 1999; 181: 697-699.

Kormanec J., Sevcikova B., Halgasova N.,
Knirschova R. and Rezuchova, B: Identifica-
tion and transcriptional characterization of
the gene encoding the stress-response
sigma factor sigma(H) in Streptomyces coe-
licolor A3(2). FEMS Microbiol. Lett. 2000;
189: 31-38.

Linn T., ST. Pierre R: Improved vector sys-
tem for constructing transcriptional fu-
sions that ensures independent transla-
tions of lacz. J. Bacteriol. 1990; 172:
1077-1084.

Lonetto M.A., Brown K. I., Rudd K.B., Butt-
ner M.J: Proc. Natl. Acad. Sci. 1994; 91:
7573-7577.

Manganelli R., Voskuil M., Schoolnik G.,
Smith I: The Mycobacterium tuberculosis
ECF sigma factor sigmaE: role in global
gene expression and survival in macro-
phages. Mol. Microb. 2001; 41: 423-437.
Mekalanos J.J: Environmental signals con-
trolling virulence determinants in bacteria.
J. Bacteriol. 1992; 174: 1-7.

Miller J.H: Experiments in Molecular Ge-
netics. Cold Spring Harbor. New York
(USA), 1972.

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

Arraiz et al.

Missiakas D., Raina S: The extracytoplasmic
function sigma factors: role and regulation.
Mol. Microbiol. 1998; 28: 1059-1066.
Missiakas D., Mayer M., Lemaire M., Geor-
gopoulos C., Raina, S: Modulation of the
Escherichia coli of (RpoE) heat-shock
transcription-factor activity by the RseA,
RseB and RseC proteins. Mol. Microb. 1997;
24: 355-371.

Paget M.S.B., Kang Ju-G., Roe J-H., Buttner
M.J: o®, an RNA polymerase sigma factor
that modulates expression of the thiore-
doxin system in response to oxidative stress
in Streptomyces coelicolor A3(2). EMBO J.
1998; 17: 5776-5782.

Rowen D.W., Deretic, V: Membrane-to-
cytosol redistribution of ECF sigma factor
AlgU and conversion to mucoidy in Pseudo-
monas aeruginosa isloates from cystic fi-
brosis patients. Mol. Microbiol. 2000; 36:
314-327.

Salazar L., Fsihi H., De Rossi E., Riccardi G.,
Rios C., Cole S.T., Takiff H.E: Organization
of the origins of replication of the chromo-
somes of Mycobacterium smegmatis, My-
cobacterium leprae and Mycobacterium tu-
berculosis and isolation of a functional ori-
gin from M. smegmatis. Mol. Microbiol.
1996; 20: 283-293.

Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T: Mo-
lecular cloning: a Laboratory Manual. 2nd
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York (USA), 1989.
Scharf C. Riethdorf S. M., Ernst H., Engel-
mann S., Volker U., Hecker M: Thioredoxin
is an essential protein induced by multiple
stresses in Bacillus subtilis. J. Bacteriol.
180: 1998; 1869-1877.

Smeulders M.J., Keer J., Speight, R.A., Wil-
liams H.D: Adaptation of Mycobacterium
smegmatis to stationary phase. J. Bacteriol.
1999; 181: 270-283.

Snapper S.B., Melton R.E., Mustapha S.,
Kieser T., Jacobs W.R: Isolation and Char-
acterization of efficient plasmid transforma-
tion mutants of Mycobacterium smegma-
tis. Mol. Microbiol. 1990; 4: 1911-1919.

Kasmera302): 101-111, 2002



Condiciones ambientales que afectan la expresion del gen suoM 11

(28) Timm J., Lim, E.M., Gicquel B: Escherichia
coli-Mycobacteria shuttle vectors for
operon and gene fusions to lacZ: the pJEM
series. J. Bacteriol. 1994; 176: 6749-6753.

(29) Wei Z., Beer S.V: hrpL activates Erwinia
amylovora hrp gene transcription and is a
member of the ECF subfamily of factors. J.
Bacteriol. 1995; 177: 6201-6210.

Kasmera 302): 101-111, 2002

(30) Wu Q.L., Kong D., Lam K., Husson, R.N: A

(31)

mycobacterial extracytoplasmic function
sigma factor involved in survival following
stress. J. Bacteriol. 1997; 179: 2922-2929.

Yu H. Boucher J.C., Hibler N.S., Deretic, V.
Virulence properties of Pseudomonas ae-
ruginosa lacking the extreme-stress sigma
factor AlgU (o%). Infect. Immun. 1996; 64:

2774-2781.



	New Table of Contents
	Condiciones ambientales que afectan la expresión del gen suoM: un factor sigma de estrés en M. smegmatis
	Environmental Conditions Affecting the Expression of the SuoM Gene: An Stress Sigma Factor in M. smegmatis
	Arráiz, Nailet1, Salazar, L.2 y Takiff, H.2	1


	Factores sigma y respuesta a estrés en micobacterias (Revisión)
	Nailed Arraiz	13

	Características clínicas de la gastroenteritis por rotavirus y su asociación con distintos electroferotipos
	Clinical Features of Rotavirus Gastroenteritis and Their Association With Different Electropherotypes
	María Z. Sulbarán1, Antonio J. Maldonado2, Yacqueline Rojas3  y Jesús W. Bastardo2	27


	Sensibilidad de los métodos baciloscopia, cultivo y ELISA para el diagnostico de la tuberculosis pulmonar, en pacientes del edo. Vargas- Venezuela
	Sensitivity of Bacilloscopy, Culture and ELISA Methods to Diagnose Lung Tuberculosis, in Patients From Vargas State-Venezuela
	Betancourt, J.1; Ruiz, N.2, Cruces, P.2 y Velásquez, W.3	39


	Resistencia antimicrobiana y producción
de betalactamasa de Neisseria Gonorrhoeae
	Antimicrobial Resistance and Betalactamase Production
of Neisseria Gonorrhoeae
	Morales-Bravo, D.1, Gallegos, B.2, Luengo, H.3, Galué, M.4 y Vargas, J.3	49


	Prevalencia de enteroparásitos en niños inmunocomprometidos e inmunocompetentes
	Prevalence of Enteroparasites in Immunocompromised
and Immunocompetent Children
	Chourio-Lozano, G.1; Díaz, I.2; Rivero-Rodríguez, Z.3; Peña, C.4; Cuenca, E.4; Calchi, M.5 y Molero, E.6	59




