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Introduccion

La transcripcion de genes en células
procariotas es llevada a cabo por la holoenzi-
ma ARN polimerasa (ARNP). La purificacién
y caracterizacion bioquimica de esta enzima
ha permitido identificar dos componentes
principales: el denominado “nticleo” de la
ARNP y el factor sigma Figura 1.

El ntcleo es un complejo multiproteico
constituido por las subunidades a., 8, y # con
afinidad de unién a cualquier secuencia de
ADN y posee actividad polimerizante. El fac-
tor sigma (o) se asocia transitoriamente con
el “nticleo” de la ARNP e incrementa la afini-
dad de la holoenzima por secuencias promo-
toras especificas de genes e inmediatamente
después de la iniciacion, el factor sigma se di-
socia dejando un “ntcleo” procesivo que
elonga el transcrito naciente.

Los factores sigma principales, tales
como g7° en E. coli y 043 en B. subtilis (11, 15)
promueven la transcripcion de genes esen-
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ciales para la célula en crecimiento exponen-
cial. Adicionalmente en la mayoria de espe

cies bacterianas se han identificado fac-
tores sigma alternativos que controlan la
transcripcion de genes relacionados con di-
versos procesos celulares, cuyas secuencias
promotoras son muy diferentes a aquellas re-
conocidas por los factores sigma principales
(1, 2,17, 21, 35).

El analisis comparativo de las secuen-
cias de aminoacidos de factores sigma inclui-
dos en la base de datos y la exploracién de al-
gunas de sus caracteristicas regulatorias han
revelado la existencia de un subgrupo de fac-
tores sigma que tienen en comun la caracte-
ristica de regular la expresion de genes en
respuesta a estimulos extracitoplasmaéticos.
Dada la similaridad estructural y equivalen-
cia funcional de estos factores sigma, fueron
designados colectivamente subfamilia ECF,
por “extracytoplasmic function” (21, 24).

La Tabla 1 presenta una lista de los fac-
tores sigma de la subfamilia ECF identifica-
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Figura 1. Representacion esquematica de la Holoenzima ARN polimerasa y su interaccion con el
Promotor. La subunidad sigma (o) se asocia con el nticleo de la ARNP (a2,5y ) yle
confiere especificidad de reconocimiento del promotor. En las proteinas sigma se reco-
nocen regiones y subregiones conservadas, las cuales se acomodaron en este modelo
para ilustrar su relacion estructura-funcion. Se indican las regiones —10 y —35 del pro-
motor de un gen que son reconocidas por las subregiones 2.4 y 4.2 respectivamente, de
la subunidad sigma, pero atin no se conoce la disposicion espacial de en la holoenzima.
En la parte inferior se especifica la funcion de cada una de las subregiones de los poli-
péptidos sigma. Ny C indican extremos amino y carboxiterminal de la proteina.

dos hasta el presente en diversos géneros
bacterianos, algunos de ellos han sido par-
cialmente caracterizados desde el punto de
vista regulatorio y se ha identificado un pe-
queno numero de genes que forman parte de
los regulones controlados por estos factores
sigma, algunos de los cuales han sido sefiala-
dos como factores de virulencia o supervi-
vencia bacteriana (20, 24, 26, 32, 36, 38).

Recientemente se publico la secuencia
total del genoma de la cepa de referencia de
M. tuberculosis H37Rv (7), el cual incluye
4.411.529 pb (4.4 Mb) con un alto contenido
en guanina y citosina. Se identificaron 3924
marcos de lectura que explican aproximada-
mente el 91% del potencial codificante.

La secuencia del genoma de la cepa de re-
ferencia M. tuberculosis H37Rv (7) revel6 la
presencia de 13 marcos de lecturas con capaci-
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dad codificante para factores sigma Figura 2
y Tabla 2. Por criterios estructurales y funcio-
nales uno de ellos, sigA (mysA) se ha recono-
cido como el factor sigma principal; sigB, ho-
mologo estructural de sigA, parece ser impor-
tante para la supervivencia celular en deter-
minadas condiciones adversas para la célula,
mientras que sigF parece jugar un papel clave
en fase estacionaria de crecimiento y su se-
cuencia es homologa a factores sigma de espo-
rulacion en otros organismos. Los 10 factores
sigma restantes se han incluido en la subfami-
lia ECF, de los cuales tinicamente se ha repor-
tado la importancia funcional de oF y o*.

A pesar de la importancia clinica de al-
gunas micobacterias patégenas, comparadas
con otras bacterias, se conoce relativamente
poco de la maquinaria transcripcional mico-
bacteriana, por lo cual con esta informacion
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Tabla 1. Factores sigma alternativos de la subfamilia ECF.
Designacion Organismo Genes que regulay Induccién
Proteina/Gen Funcién
oE/rpoE Escherichia coli Dirige su propia transcripcion. Alteraciones de
(operén rpoE-rseA-rseB-rseC).  proteinas de membrana
Genes rpoH, (factor sigma externa y altas
de choque térmico); htrA temperaturas
(serin proteasa periplasmica)
requerido para resistencia a altas
temperaturas y fkpA (involucrado
en plegamiento de proteinas)
AlgU/algU Pseudomonas Dirige su propia transcripcion  Intermediarios de oxigeno
aeruginosa (operén algU- mucA- mucB- reactivo y altas
mucC-mucD). Controla genes temperaturas
de ruta biosintética del alginato.
Regulacion global de respuesta
a condiciones de estrés
ot/rpoE Salmonella Dirige su propia transcripcién. Intermediarios de oxigeno
typhimurium Gen htrA, requerido para reactivo
resistencia a estrés oxidativo
y muerte por macréfagos
oE/sigE Streptomyces Genes dagA, que codifica parauna  Deficiencia en Mg*2
coelicolor agarasa extracelular; hrdD
(un factor sigma del grupo II
de funcién desconocida). Controla
funciones relacionadas con la
integridad de la pared celular.
RpoE/rpoE  Haemophilus influenzae ~ Oper6n rpoE-mclA-mucB. Se No determinado
desconoce su funciéon
Fecl/fecl Escherichia coli Genes involucrados en el Limitacién de hierro y
transporte de dicitrato férrico citrato en el espacio
periplasmico
CarQ/carQ Myxococcus xanthus Dirige su propia transcripcion. Luz (absorbida por
Opero6n carQRS: genes protoporfirina IX en
reguladores de la biosintesis membrana)
de carotenoides localizados
en membrana
CnrH/cnrH Alcaligenes eutrophus  Operdn cnr: genes de un sistema  Iones niquel y cobalto

de eflujo localizado en membrana
que confiere resistencia a iones
niquel y colbalto
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Tabla 1. Factores sigma alternativos de la subfamilia ECF (Continuacion).

Designacion Organismo Genes que regula y Induccion
Proteina/Gen Funcién
ot/rpoE Escherichia coli Dirige su propia transcripcion. Alteraciones de
(operén rpoE-rseA-rseB-rseC).  proteinas de membrana
Genes rpoH, (factor sigma externa y altas
de choque térmico); htrA temperaturas

(serin proteasa periplasmica)
requerido para resistencia a altas
temperaturas y fkpA (involucrado

en plegamiento de proteinas)

HrpL/hrpL Pseudomonas syringae  Genes hrp (por “hypersensitive Factores de plantas,
pu. response in plants”), que codifican osmolaridad, pH,
syringae determinantes de virulencia en fuentes de carbono,
plantas y proteinas del aparato nitrégeno
de secreci6on
PbrA/pbrA  Pseudomonas fluorescens Sintesis de sideroporo Limitacién de Fe+++
Mii4 pseudobactina M114 y su receptor
requeridos para la asimilacion
de hierro
Pupl/pupI Pseudomonas putida Sintesis de sideroporos: Limitacion de Fet+++
WCS358 pseudobactinas BN8, BN7y su

receptor requeridos para la
asimilacion de hierro

HrpL/hrpL Erwinia Genes hrp que codifican Factores de plantas, pH,
amylovora determinantes de virulencia en  osmolaridad, fuentes de
plantas susceptibles y proteinas nitrégeno

del aparato de secrecion.

oX/sigX Bacillus subtilis Dirige su propia transcripciéon Temperaturas elevadas
(opero6n sigX-ypuNN). Genes
requeridos para supervivencia a
altas temperaturas

AlgU/algU Azotobacter vinelandii ~ Dirige su propia transcripcion  Intermediarios de oxigeno
(oper6én reactivo
algU-mucA-mucB-mucC-mucD).
Genes de ruta biosintetica
del alginato y resistencia
a estrés oxidativo

RpoE/rpoE  Photobacterium sp. SS9  Dirige su propia transcripciéon Temperaturas bajas y altas
(operén rpoE-orfs). Regulan presiones (1 atm)
sintesis de proteinas de membrana
externa requeridos para el
crecimiento a altas altas presiones
y bajas temperaturas
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disponible, se espera un avance vertiginoso
en el conocimiento de la regulacion de la ex-
presion de genes en micobacterias y su con-
tribucion a la capacidad de las mismas para
adaptarse por largos periodos de tiempo en
tejidos del hospedador.

Factores sigma en micobacterias

Predich y cols. (28) purificaron 2 ARN
polimerasas de M. smegmatis e identificaron
dos proteinas de pesos moleculares de 65 y
40 Kilodaltons (Kda), presumilblemente dos
factores sigma que se encontraban en esta
mezcla de RNA polimerasas. Al mismo tiem-
po, aislaron dos fragmentos de una genoteca
de cosmidos de M. smegmatis que hibridiza-
ban con una sonda

correspondiente a regiones conservadas
del gen hrdB, el factor sigma principal de S.
coelicolor (36). El patron de restriccion de
uno de los cosmidos revel6 la presencia de 2
genes homologos separados por ~3000 pares
de bases (pb). Estos genes, designados mysAy
mysB mostraron capacidad codificante para
dos factores sigma con pesos moleculares pre-
dichos de 52 Kda (466 aminoacidos) y 36 Kda
(323 aminoacidos), correspondiendo a los pe-
sos moleculares (PMs) de las proteinas sepa-
radas del nucleo de la ARNP, 65y 40 Kda, y
hoy conocidas como o y 0B, respectivamente.
La homologia de estas secuencias con protei-
nas de la base de datos confirmo la identidad
de estas 2 proteinas como factores sigma de la
familia Sigma 70, siendo la mas alta similari-
dad entre MysA y HrdB de S. coelicolor (36).
Este fue uno de los criterios utilizados para
proponer la proteina MysA o o como factor
sigma principal de micobacterias.

Los genes mysA y mysB se utilizaron
como sondas para aislar los genes correspon-
dientes en M. tuberculosis y M. leprae (12). La
organizacion gendmica de estos genes es idén-
tica en las especies micobacterianas analiza-

Arraiz et al.

das (Figura 2 y 3). La distancia intergénica
entre mysAy mysB es de 3 Kilopares de bases
(Kpb) para M. smegmatis y M. tuberculosis y
de 3.9 Kpb para M. leprae. Las proteinas °A de
estas especies comparten un 99% a 100% de
identidad en toda su extension. La secuencia
de aminoacidos de ¢B también es conservada,
siendo 92% a 96% idénticas entre M. smeg-
matis, M. tuberculosis y M. leprae (12).

Como se observa en la Figura 3, otros
marcos de lectura presentes en esta region
incluyen un gen con capacidad codificante
para una pvosible proteina de membrana, lo-
calizado entre sigA y sigB, y después de este
ultimo se identifico el gen ideR, un homologo
del gen dtxR, que codifica un represor para la
captura de hierro y produccion de toxina en
C. diphtheriae (4, 33).

MysA o oA es el factor sigma
principal

mysA (sigA) también fue identificado
en M. bovis por Collins y cols. (8), utilizando
técnicas de complementacion “in vivo”. El
gen fue reportado como rpoV (por virulen-
cia) debido a que éste fue aislado como un
fragmento de ADN de una cepa virulenta de
M.bovis Wag200 que conferia virulencia a
una cepa no virulenta (M. bovis ATCC35721)
en un modelo animal. Se report6 que el mar-
co de lectura de 1950 pb responsable de la
complementaciéon de virulencia, codificaba
para un factor sigma de aproximadamente
60Kda (534 aminoacidos) que result6 idénti-
co a MysA de M. tuberculosis y 86% homolo-
go a MysA de M. smegmatis.

El fenotipo no virulento de la cepa de
ATCC35721 se atribuy6 a una mutaciéon Guani-
naAdenina que resulta en una sustitucion de
una arginina por histidina en posicion 522
(R522H), ya que dicha mutacion no se detecto
en ninguna de las cepas virulentas del complejo
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Figura 2. Posicion relativa de los genes que codifican los 13 factores sigma identificados en el ge-

noma de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. En el anillo interno se muestra
la escala en megabases, donde 0 representa el primer nucleétido del primer codon del
gen dnaA cerca del origen de replicacion. DnaA se tom6 como el primer ORF (Rvoo01)
y la designacion de cada proteina mostrada entre paréntesis corresponde al orden se-
cuencial de cada ORF en el mapa lineal del genoma. Las flechas indican la orientacion
transcripcional de los genes.

— - A THE ) HEHE)- )

SigA 2704 2705 2706 2707 2708 2709 sigB ideR

Figura 3 . Organizacion genémica del locus conteniendo genes mysA (sigA) y mysB (sigB) en

micobacterias. Se muestran las posiciones relativas de sigA y sigB y el gen ideR
(dtxR), el determinante genético para el represor de captacion de hierro. El orf
RV2707no tiene funcion conocida, pero su secuencia de aminoécidos es altamente hi-
drofébica con 7 posibles dominios transmembrana. Los otros orfs, la mayoria sin fun-
cion conocida, se designan de acuerdo a su posicion en el mapa del cromosoma de M.
tuberculosis H37Rv. Esta organizacion es conservada entre M. tuberculosis, M.
smegmatis, y M. leprae.

tuberculosis. La mutacion mapea en un seg-
mento de la subregion 4.2 (Figura 1) que pa-
rece estar involucrada en contactos entre fac-
tores sigma y proteinas activadoras. Enton-
ces esta mutaciéon podria bloquear interac-
ciones apropiadas de ¢# con proteinas regula-
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doras, resultando en la expresion defectuosa
de un grupo de genes en esta cepa, algunos de
los cuales podrian estar relacionados con
funciones de supervivencia de la bacteria.
Una explicacion alternativa para estos
hallazgos, fue que ¢# podria ser un factor sig-
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ma alternativo requerido para la expresion
de genes de virulencia, sin embargo, recien-
temente Gomez y cols. (16) descartaron esta
hipotesis al demostrar el caracter esencial de
sigAy su expresion constitutiva. Estos autores
intentaron inactivar el gen sigA por reempla-
zo alélico, utilizando cepas de M smegmatis
haploides y merodiploides para sigA (con dos
copias de sigA). Demostraron que el reempla-
zo alélico de la copia silvestre sigA por una co-
pia sigA mutada ocurri6 solo en las cepas me-
rodiploides, es decir, sigA no puede ser inte-
rrumpido, a menos que una segunda copia
esté presente en otro lugar del cromosoma.
Entonces, SigA o MysA es considerado el
factor sigma principal de Micobacterias, ba-
sandose tanto en la homologia de secuencia
con factores sigmas principales (12, 28) asi
como su caracter esencial para la superviven-
cia celular (16). Consistente con esto, la expre-
sidn sigA se mantiene constante durante to-
das las fases de crecimiento en M. smegmatis
y en células de M. tuberculosis sometidas a di-
versas condiciones de estrés Tabla 2 (18).

MysB es un factor sigma
alternativo

La transcripcion de sigB en M. tuberculo-
sis incrementa significativamente cuando el
bacilo entra en fase estacionaria y cuando es
sometido a una variedad de condiciones de es-
trés Tabla 2, particularmente en casos de de-
privacion de nutrientes, altas temperaturas,
exposicién a detergentes y anaerobiosis (18,
23). Los hallazgos sugieren que o® controla un
regulon importante en fase estacionaria de cre-
cimiento y respuesta a estrés. La mutacion del
gen sigB en una cepa de M. smegmatis resulta
en disminucion de la supervivencia de esta
cepa al ser sometida a condiciones de estrés
oxidativo y altas temperaturas.

Arraiz et al.

SigF: un factor sigma de fase
estacionaria

De Maio y cols. (9), utilizando oligonu-
cledtidos degenerados dirigidos a la secuen-
cia de regiones conservadas 2.1-2.4 y 4.1-4.2
de los factores sigma de la familia 07° Figura
1, aislaron un fragmento de ADN de M. tu-
berculosis, cuya secuencia resultd6 homologa
a los factores sigma de esporulacion SigF de
S. coelicolor y B. subtilis, asi como al factor
SigB de B. subtilis, un factor sigma de res-
puesta a estrés bien caracterizado (1). sigF
fue detectado por “Southern blot” solo en mi-
cobacterias de crecimiento lento como M. bo-
vis, M. avium, y M. triviale.

Estudios de la expresion de este gen en
M. bovis BCG (Figura 2 y Tabla 2), demues-
tran que sigF es fuertemente inducido en fase
estacionaria de crecimiento, deplecion de ni-
trogeno y baja temperatura, aunque también
se observo una débil induccion en anaerobio-
sis y estrés alcohdlico (9). A través de un ana-
lisis de expresion de este gen en M. tubercu-
losis, se reporto poca o ninguna induccion de
sigF en las condiciones mencionadas (23). La
contradiccion entre estos reportes podria ser
explicada por diferencias en la regulacion de
sigF entre ambas especies micobacterianas o
mas probablemente por diferencias en las
condiciones experimentales.

Como se muestra en la Figura 4, en la re-
gion que precede a sigF'y en la misma orienta-
cion transcripcional se distinguen 2 marcos de
lectura designados usfY y usfX, por genes
“upstream” de sigF (10). UsfX exhibe identi-
dad de secuencia de 19% con RsbW y 13% con
SpolIAB, los factores antisigma caracteriza-
dos de las proteinas o8y ot de B. subtilis, res-
pectivamente (5, 13). Las proteinas antisigma
se asocian con los factores sigma y lo mantie-
nen en un complejo inactivo para actividad

Kasmera302): 112-125, 2002
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Tabla 2. Factores sigma en Micobacterias.

119

Proteina

PM en Mtb

Especies donde se

ha reportado

Funciéon Condicién inductora Referencia

sigA/o4(MysA) 59 Kda (528 aa)

sigBo® (MysB) 36 Kda (323 aa)

sigC Jo¢

sigD/g®

SigE/ot

sigF/o*

sigG/o¢

24,6 Kda (222
aa)

25 Kda
(224 aa)

28,9 Kda (257
aa)

30 Kda (261 aa)

41 Kda
(370 aa)
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M. tuberculosis

M. bovis
M. leprae
M.smegmatis

M. tuberculosis
M. bovis
M. leprae
M. smegmatis

M. tuberculosis

M. tuberculosis

M. tuberculosis
M. bovis
M. leprae
M. smegmatis

M. tuberculosis
M. bovis
M. leprae
M. avium
M. triviale

M. tuberculosis

Factor sigma Expresion 7,12,16,
principal constitutiva. Ligera 18,23,28
disminucién en fase
estacionaria de
crecimiento
Resistenciaa  Alta temperaturay 7,12, 6,
estrés oxidativo, exposicion a 18, 23, 28
alta temperatura detergente. Ligera
y detergente. induccibén en
anaerobiosis y fase
estacionaria de
crecimiento
ECF Transcritos 7,23
Funciéon elevados en fase
desconocida exponencial de
crecimiento
ECF Niveles bajos de 7,23
Funcién expresion en todas
desconocida las condiciones de
estrés ensayadas
ECF Alta temperatura y 7,22,23,37

Resistencia a exposicién a
stress oxidativo, detergente. Ligera
alta temperatura induccion en
detergente y pH anaerobiosis y fase
acido estacionaria de

crecimiento

Fase estacionaria Se induce en varias 6,7,9,10,23
relacionado con condiciones de

factores sigma de estrés,
esporulacién y particularmente en

estrés de fase estacionaria de
S. coelicolor y crecimiento
B. subtilis
ECF Niveles bajos de 7,23
Funcién expresion en todas
desconocida las fases de
crecimiento y
condiciones
ensayadas
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Tabla 2. Factores sigma en Micobacterias (Continuacion).

PMen Mtb  Especies donde se Funcién Condicién inductora Referencia
Proteina ha reportado
sigH, o" 24 Kda (216 aa) M. tuberculosis ECF Alta temperatura  7,14,23,30
Funciéon
desconocida
sigl/ot 32 Kda (290 aa) M. tuberculosis ECF Temperatura 7,23
Funcién ambiente
desconocida.
sigJ/o? 35 Kda (312.aa) M. tuberculosis ECF No determinado 7
Funciéon
desconocida
sigK/oX 31 Kda M. tuberculosis ECF No determinado 7
(286 aa) Funcién
desconocida
sigL/o" 20 Kda (177aa) M. tuberculosis ECF No determinado 7
Funciéon
desconocida
sigM /oM 25 Kda M. tuberculosis ECF Alcanza maximos 2,3,7
(222 aa) M. smegmatis Resistencia a niveles a altas
M. bovis BCG estrés térmicoy temperaturasy en
oxidativo fase estacionaria de
crecimiento
anti-antisigma antisigma  factor sigma regulador negativo

de sigma

Bsu sig B —I rsbV >| rsviW rsbX >—
Bsu sig F I : >I : > “

Mtb sig F

Rv3288 Rv3287 Rv3286 Rv3285

Figura 4. Organizacion gendmica de la region de sigF'y comparacion con la organizacion de los
genes homologos sigBy sigF de B. subtilis. En la parte superior se identifica el orden
de los productos génicos anti-antisigmaantisigmafactor sigma encontrados en los ge-
nes sigB y sigF B. subtilis. El gen accA codifica la una proteina transportadora de
acil-biotina.
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transcripcional, adicionando un nivel regula-
torio post-traduccional en la expresion de ge-
nes (5, 25).

En B. subtilis, a esta red regulatoria se
suman los productos de los genes rsbV 'y
spolIAA localizados en los mismos operones
de sigBYy sigF, respectivamente Figura 4, que
codifican productos antagonistas de los fac-
tores antisigma, por lo cual son conocidos
como factores anti-antisigma. Estos se aso-
cian a los factores antisigma, inhibiendo su
interaccion con el factor sigma correspon-
diente. En consecuencia, el factor sigma que-
da disponible para dirigir la transcripcion de
genes de sus regulones. Este esquema regula-
torio descansa en la asociacion alternativa
del factor antisigma con las proteinas sigma o
anti-antisigma, dependiendo del estado de
fosforilacion de esta altima.

La similaridad de secuencia de UsfX
micobacteriano con los factores

antisigma de B. subtilis, sugiere un
mecanismo regulatorio parcialmente equiva-
lente. De hecho, se ha demostrado que UsfX
purificado inhibe la transcripciéon depen-
diente de of in vitro (10). UsfY no tiene ho-
mologia con ningin producto conocido de la
base de datos y este gen es precedido por una
secuencia homologa a los promotores depen-
dientes de oF de B. subtilis.

La importancia de oF en la respuesta a
estrés y aspectos fisiologicos relacionados
con fase estacionaria en micobacterias de
crecimiento lento, plantea nuevas expectati-

Rv1220

Rv1219 <:mdmC

Rv1221
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vas para dilucidar el papel de SigF y su regu-
16n en la capacidad de adaptacion del bacilo
durante la infeccion latente y responder algu-
nas interrogantes relacionadas con la posibi-
lidad de que M. tuberculosis entre en un esta-
do tipo espora que le confiera ventajas de su-
pervivencia (6, 27).

Subfamilia ECF en mico
bacterias

En la Figura 2 se muestra la organiza-
ciéon genomica de los diferentes genes sigEct
de M. tuberculosis. Los genes se designan de
acuerdo ala nomenclatura basada en su loca-
lizacion en el mapa lineal, en relacion al pri-
mer nucle6tido del primer codon del gen
dnaA, tomado como posicién 1 en el mapa li-
neal del genoma de M. tuberculosis (7).

oEy oH: dos factores ECF
caracterizados

El gen sigE se detectd en M. leprae, M.
tuberculosis Figura 5, M. avium, M. smeg-
matis, M. bovis BCG y M. fortuitum (37). El
analisis de secuencia del locus sigE revela la
presencia de al menos 3 marcos de lectura en
la misma orientacion transcripcional Figu-
ra 5. sigE consiste en 257 codones codifican-
do para una proteina de 28,9 Kda con una re-
gion N-terminal inusualmente larga, compa-
rada con otros miembros de la familia ECF.
El segundo y tercer marco de lectura codifi-
can proteinas de 21,1 Kda (193 aminoacidos)

Rv1223

e degP (htrA)

Figura 5. Organizacion genomica del locus sigE. La organizacion es conservada entre M. smeg-
matis, M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. leprae y M. avium. mdmC codifica O-me-
til-transferasa. El orf1219 que precede el gen mdmC codifica una posible proteina re-

gulatoria con dominios HTH.
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y 55,7 Kda (542 aminoéacidos), respectiva-
mente. El segundo marco de lectura no exhi-
be homologia con ninguna proteina de la
Base de Datos. El tercer gen codifica una pro-
teina homologa a la serin-proteasa DegP
(HtrA), la cual es requerida para la supervi-
vencia a altas temperaturas en E. coli (29, 31)
y estrés oxidativo en S. typhimurium (19).
of de M. tuberculosis es 91% y 92% idén-
tico a sus equivalentes en M. lepraey M.smeg-
matis respectivamente, y también es muy
conservado el gen adyacente Rvi221, con una
identidad de 68% a 73% entre estas especies.
La mutante sigE- de M. smegmatis re-
sulté sensible a peréxido de hidrogeno, pH
acido, detergentes y altas temperaturas (37),
acorde con los niveles elevados de transcritos
de sigE observados en cultivos de M. tuber-
culosis incubados a altas temperaturas y en
presencia de detergentes Tabla 2 (23).

Se ha sefalado el posible papel de sigE en
el potencial patogénico de micobacterias, debi-
do a que una cepa de M. tuberculosis mutante
sigE—result6 mas sensible a diversas condicio-
nes de estrés y exhibié una disminucion en su
capacidad en crecer en el interior de macrofa-
gos (22). Adicionalmente se encontr6 que la
expresion de sigB es parcialmente dependiente
de un gen sigE funcional, lo cual sugiere la po-
sibilidad de cascadas de regulacion entre facto-
res sigma en micobacterias.

Msm sigH

oxido-reductasa

Mtb sigH <ybak |_<

Rv3223

Arraiz et al.

El mismo grupo que public6 el primer
factor sigma ECF en micobacterias sigE, re-
portaron la caracterizacion de sigH Figura 1),
el cual esta presente en varias especies mico-
bacterianas y exhiben alto grado de conserva-
cion entre especies. oH (aproximadamente 24
Kda) de M. smegmatis y M. tuberculosis son
89% idénticos (14).

A diferencia del locus sigE, cuya organi-
zacion es bien conservada entre varias espe-
cies, en la region genomica de sigH se detec-
taron algunas diferencias. En M. tuberculo-
sis, sigH es precedido por un marco de lectu-
ra que codifica una oxido-reductasa, pero
este gen no esta presente en M. smegmatis
Figura 6. Una cepa mutante de M. smegmatis
en el gen sigH result6 mas susceptible a es-
trés oxidativo y una doble mutante de los ge-
nes sigH y sigE exhiben marcada disminu-
cién en la supervivencia tanto a estrés oxida-
tivo, como a altas temperaturas y se han co-
menzado a identificar componentes del regu-
16n de SigH, entre los cuales se destacan ge-
nes de choque térmico (30).

Otros miembros de la subfamilia ECF
El grupo de Manganelli (23) comenz6 a
estudiar los niveles de transcritos de 10 facto-
res sigma seleccionados de la secuencia del ge-
noma M. tuberculosis, incluyendo los 5 genes
caracterizados hasta el presente (sigA, sigB,

Figura 6. Organizacion del locus sigH en M. smegmatis y M. tuberculosis. Los genes sigH son
muy conservados, pero los genes sucesivos no muestran similaridad. Se nota la ausen-
cia del gen codificando una oxido-reductasa en M. smegmatis. ybak no tiene funcién

conocida.
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sigE y sigFy sigH) y 5 miembros ECF: sigC,
sigD, sigG, sigl y sigM. Para los genes ya ca-
racterizados, se confirmé incrementos en la
expresion bajo condiciones reportadas previa-
mente. En la figura 1 se muestra esquematica-
mente la localizacion de estos genes y en la Ta-
bla 2 se resume el patrén de induccibén y posi-
bles funciones de estos factores sigma.

Una caracterizacion parcial de la regula-
cion de la expresion de sigM, indica que este
gen alcanza niveles maximos de expresion a
altas temperaturas y en fase estacionaria de
crecimiento (2, 3), sugiriendo que este factor
sigma también podria jugar un papel impor-
tante en defender las micobacterias de poten-
ciales dafnos que se puedan generar en condi-
ciones de choque térmico y cuando cesa el
crecimiento exponencial, fase en la cual se
han observado importantes cambios fisiolo-
gicos en micobacterias tales como ciclos de
division reductiva y cambios en la composi-
cion de la pared celular (34).

Conclusiones

La presencia de maultiples factores sig-
ma de respuesta a condiciones de estrés con-
fiere una gran flexibilidad a la maquinaria
transcripcional micobacteriana, sugiriendo
que puede existir solapamiento o coopera-
cion de funciones entre varios miembros ECF
para defender las micobacterias de potencia-
les dafios que se puedan generar en condicio-
nes de estrés y ofrece un nuevo modelo para
investigar estrategias regulatorias utilizadas
por M. tuberculosis para el crecimiento in-
tracelular, evasion del sistema inmune del
hospedador y su contribucién a la impresio-
nante capacidad de adaptacion y superviven-
cia de las micobacterias.
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