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RESUMEN 

La proteína PS1S-1 codificada por el gen pstS-I. es uno de los antígenos inmunodominantcs de 

Mycohm:leriuIII IlIhercu!osis m<Ís relevante en cuanto a su aplicación potencial p¡lra el iUlllunodiagnóstico 

e inmunoprofiJaxis de la tuberculosis. La I's15-1 tiene 30 porcicnlo de identidad CCln la proteína PstS de 

Escherichia coli. En el gCIKlIna de M. IlIherell/mis fueron identificados varios genes análogos al opcróll 

p.~1 (phosphatc spcciftc Iransport) de E. coli (psrS/psIC/psrA/psIB/phoU), los cuales probablemente 

conforman el operón pSI de AJ tuberclIlosis (psIB/psJS-J/ps/C-lIpSIA). 

El objetivo principal del presente trabajo fue el ¡,le iniciar el estudio de los mecanismos mediante 

los cuales M tuherculosis es capaz de sobrcvivir Cll condiciones limitantes de fosfato y cstablecer la 

posible participación de las proteínas involucradas en la relación hucsped~bacleria. Pucsto que el gen 

pSIS-/ fue detectado únicamente en M bovis y M IlIhercu/osis, se eligieron M. smcglllalis y M. raccae, 

micobacterias no patógenas y de rápido crecimiento como huéspedes alternativos para estudiar los genes 

involucrados en el metabolismo y regulación de fosfato de M. wberculosis. Se estableció que ambas 

bacterias regulan la captación de fosfato ya que la actividad de la fosfatasa alcalina fue detectada 

únicamente en limitacion de fosfato. 

A partir de una genotcca de M. luberC/llosis que construimos en el cósmido pYUB328, se 

obtuvo el probable operón pSI. Se construyeron fusiones traduccionales de diferentes regiones del operón 

con el gen reportero lacZ de E. coli. A través de la cuantificación de la actividad de la beta-galactosidasa 

en Al smegmafis transformadas con las diferentes fusiones traduccionales. se mostró que las proteínas 

PstB. PstS-I, PstC-I, PstA incrementan su expresión en escasez de fosfato y la disminuyen 

considerablemente en alto fosfato. Así mismo se estableció que la expresión de estos genes fue dirigida 

por dos probables regiones promotoras, una arriba del codón de inicio del gen p.HB y hl otra arriba del 

gen p.\'tS-J. Por otra parte, se determinó que la proteína recombinante PstS· 1 es muy similar a la proteína 

nativa en cuanto a su antigenicidad y propiedades bioquímicas como glicosilación y secreción. 

Los resultados obtenidos en este trabajo abren perspectivas importantes en el uso de 

micobacterias saprófitas para el estudio de la regulación de los sistemas geneticlls potencialmente 

importantes en la interacción de la relación huésped-bacteria 



SUMMARY 

The PstS-1 protcin codcd by thepSIS-l gene is Qlle orlhe mos! immunodominallt anligcns of 

.lf~·c()h(tcferilllll luherculosis wilh a very high relcvancy in immunoprophilaxis and ilTllllullodiagnosis of 

tuherculosis. Thc PslS-1 showcd 30 pcrcent of ¡den!i!y with Psi S protcin of Escherichiu eoli. Jn ¡he Al. 

(uberculosü gcnome diffcrent 3nalogues genes to Ihe E co/i pSI (phosphate spccific transport) opcron 

(psISlpSIC/pSIAlpsl/1/pJ¡OU). have been idclllificd. These genes are organizcd in the pUlativc IW operan 01' 

M. lllhercllloú, (p.\fBlpSIS-II¡wC-J/pslt1). 

The main goal of this work \Vas lO bcgin Ihe sludy of Ihe mech:misms ¡n volved in Ihe survival of 

Al (uhercu/osü in phosphate starvation conditions allJ in addition to establish the possiblc participation of 

Ihe involved proteins in Ihe host-bacteria relalionsh ip. Since Ihe ps/S-I gene \Vas only detecled in M hovis 

and M. tuberculosis. M sl1Iegma/is and M V(lccae, Ihe fast growth and non-pathogenic mycobactcria. Ihey 

were chosen as a potcntial surrogates host to sludy the !vllllherculosis genes involved in metabolism and 

phospllate regulation because. Ihe alkalinc phosphatase activity was only detected in bacteria grew in 

phosphntc stnrvnlion cumJitions. 

A genomic library of M tuberculosis was made in pYUB328 cosmid. The pSI was cloned and 

different translational rusion of Ihe operan regions v .. 'ere carried out with Ihe E. coli slructural 10cZ 

reporter gene. The bela-galactosidase activity in transformed Al.. smegmulis showed thal Ihe PstB, PsIS-1. 

PSIC-l. PSIA proteins increased Iheir expression in phosphatc starvalion. It was also dcfined Ihal Ihe 

express ion of Ihe pst genes are probably driving by two pramoter regions one upstream 01' the slart codon 

oflhe pslB gene and Ihe other upslream oflhe pSIS-1 gen. In Ihe olher hand. il was determined thal Ihe 

recombinant PstS-l was very similar 10 Ihe native protein in both antigenic and biochemical propcnies. As 

nalive protein Ihe recombinant was glycosilated and sccrcled lo Ihe culture mediutll and il wns rccognized 

by tuberculosis patient's sera, 

Taken logelhcr Ihese reslIlts, the)' opcn possibilities 10 study Ihe regul:l1ion and cxpress ion 01' ,\1. 

Tuherculosis genes in non-palhogcnic mycobacteria. 
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1.- INTRODUCCION. 

Las enfermedades infecciosas continúan siendo un problema de salud a nivel 

mundial. principalmente en los países subdesarrollados y recientemente en los países 

cconómicamcnk estahles. Algunos de los factores que repercuten en el incremento de 

estas enfermedades son: las migraciones de población. hacinamiento, condiciones de vida 

deficientes de ciertos grupos de la sociedad. desnutrición. programas sanitarius lIlal 

planeados y ejecutados, el uso indiscriminado de antibióticos y por lo tanto, la aparición 

de nuevas cepas resistentes. 

Una de las enfenncdades con mayor índice de morbilidad)' mortalidad en el 

mundo relacionada con los problemas anteriores es la tuberculosis, causada por el bacilo 

ácido-alcohol resistente . . !t.4ycohacterium tuberculosis. que fue una de las primeras 

bacterias identificadas como agente etiológico de una enfermedad. A pesar de ésto y de 

contar con una vacuna y una quimioprofilaxis adecuada para tratar la enfermedad, se ha 

reportado por estudios realizados en 212 paises que el 32% del total de la población está 

intectada con A{vcobacferium tuberculosis y que el 23% de esta población mucre a 

consecuencia de la tuberculosis. En 1999 se reportaron 8.4 millones de nuevos casos a 

nivel mundial y se estiman 10.2 millones para el año 2005 (Oye el al., 1999; WHO 

reporte del 200 1). Los resultados de la vacunación a nivel mundial no han sido 

reproducibles, la eficacia de la vacunación ha variado desde un 90% en Gran Bretaña, 

hasta 0% de protección en la India (Bloom. 1994; Anrlersen P, 2001). El abandono y 

descuido de la profilaxis con drogas por los pacientes con tuberculosis, también ha 

provocado el surgimiento de cepas multirresistcntes a diferentes antibióticos. El 

incremento de esta enfemledad obedece además a q~e los pacientes con el virus de la 

inmunodeficiencia adquirida son blancos para diferentes agentes infecciosos incluyendo 

las Olicobacterias (Oye el al .. 1999; \VHO reporte de12001). 

Basándose en estas observaciones, la Organización Mundial de Salud estableció 

quc la caracterización funcional e inmunólogica de los compuestos micobacterianos es 



una prioridad en el programa de control y erradicación de la tuberculosis. Esto con el 

objetivo de identificar antígenos o moléculas con un uso potencial para el 

inmunodiagnóstico y gemación de nuevas vacunas (Harboe and Wiker, 1992). 

1.- Patogénesis de M. tuberculosis. 

La infección por Al. tuberculosis se lleva a cabo principalmente a través de las 

vías respiratorias (por aerosoles), esta bacteria se aloja en los pulmones. siendo Ütgocitada 

por los maerófagos alveolares. La interacción de M. tuberculosis con el sistema inmune 

del huésped y su sobrevivencia dentro del macrófago son críticas para el desarrollo de la 

enfennedad o eliminación de la bacteria. La sobrevivcncia dependerá de la activación o 

represión de los sistemas genéticos de ¡'-'f tuberculosis para inhibir la actividad 

bactericida del macrófago (Silva el al., 2001). 

2.- Avances biotecnológicos para el estudio de los microorganismos. 

Los avances inmunólogicos han permitido la identificación de antígenos de M. 

tuberculosis que son objeto de evaluación en la búsqueda de nuevas técnicas de 

inmunodiagnóstico y control de esta enfernledad. Por otra parte. el desarrollo de nuevas 

herramientas moleculares (transferencia génica, técnicas de muta génesis. bancos 

genómicos, amplificación del ácido desoxirribonucleico. ADN, por la reacción en cadena 

de la enzima DNA polimerasa, secuenciación del ADN) aplicadas al género 

Mycobacterium, han pennitido iniciar el estudio de factores de virulencia y otros aspectos 

de la patogenia de esta bacteria (Halfull y Jacobs. 2000). 

En los últimos años. las investigaciónes en el área biomédica. biotecnológica e 

infonnática. también han contribuido al desarrollo de nuevas técnicas y establecimiento 

de nuevas estrategias para estudiar a los microorganismos patógenos. Por ejemplo la 

manipulación del ADN recombinante y el desarrollo de la secuenciación automática a 

gran escala, han permitido la secuenciación completa del genoma de varias bacterias y 
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avanzar en la del genorna humano. Esto ha brindando la oportunidad de estudiar 

específicamente y con una perspectiva global. la regulación genética mediante olras 

metodologías novedosas aplicadas a diferentes organismos, como el análisis global de 

proteínas a lra.vés de geles desnaturalizantes de poliacrilamida de doble dimensión 

(prcolomc) (Van Bogclen et al., 1996; Antelmann et (1/., 2000) Y las micro-agrupaciones 

genómicas en portaobjetos (microarrays). Esta última metodología abre la posibilidad de 

identificar mediante la fijación del ADN en portaohjclos y su posterior hibridación con 

el ácido ribonucleico mensajero ARNm o ADN complementario (que son las moléculas 

blanco obtenidas bajo las condiciones específicas en estudio), genes involucrados en 

diferentes condiciones de estrés, o caracteri7..ar vías metabólicas esenciales para los 

diferentes microorganismos, lo que posiblemente pennitirá generar nuevas drogas para 

inhibir o bloquear vías esenciales para el crecimiento de los microorganismos in vivo 

(Schena et a/., 1995; Schena et a/., 1996; Lipshutz et aJ .• 1995; de Saizieu el aJ., 1998; 

DcRisi el al., 1997; Lyons el al., 2000). 

3.- Estudios realizados con la proteína PstS- 1 de M. tuberculosis. 

Entre los antígenos más ampliamente estudiados de 1\1. tuberculosis está una 

proteína de 38 kDa. Esta proteína ha sido caractcri7..ada independientemente por varios 

grupos de investigación, quienes la designaron con diferentes nombres, dependiendo del 

sistema que utilizaron para identificarla: antígeno 5 (por cleetroforesis); antígeno 78 (por 

inmunoclcctroforesis cruzada); proteína de 38 kDa (con anticuerpos monoclonalcs. TB71 

y TB72); proteína antigénica b. Pab. (por la identificación y clasificación de los diferentes 

bacteriófagos recombinantes aislados) (Daniel el a/ .. 1979; Andersen el al., 1988: Harboe 

and Wiker. 1992). Actualmente se le ha renombrado como la proteína PstS-1 (Braibant el 

al., 1996,). 
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Otros grupos de investigadores que también han aportado conocimientos 

esenciales a nivel inmunólogico. bioquímico y molecular sobre el antígeno PstS-1 son los 

siguientes: 

A).- Andersen y Hanscn. (1989). aislaron. clonaron y secuenciaron el gen que codifica 

para la proteína de 38 kDa, detcrminaron que contiene 374 aminoúeidos. con un peso 

molecular aproximado de 38.2 kDa. Se observó que esta proteína tiene un 30% de 

identidad con la proteína PstS o Pil3P (Pst, Phosphate specific transport o PiBP. 

Phosphate lnorganic Binding Protein) de E. coli. codificada por el gen psI5;, la cual forma 

parte del operón pSI. integrado por los siguientes genes: pstS-pslA-pstC-pstB-phoU. 

B).- Espitia el al., (1989a), observaron por ELISA que los sueros de pacientes con 

tuberculosis pulmonar. reconocieron principalmente a la proteína de 38 kDa, a diferencia 

de los sueros de los individuos sanos. Esto los llevó a sugerir que el antígeno de 38 kDa, 

es un antígeno inmunodominante, asociado con la enfermedad. 

C).- Espitia y Mancilla, (1989b), reportaron que la proteína de 38 kDa es una 

glicoproteina, debido a que se une específicamente a coneanavalina A. se marca con 

biotina-hidrazida y la digestión con alfa-manosidasa, ocasiona la reducción de su peso 

molecular, inhibiéndose la unión de la concanavalina A. 

D).- Andersen el al.; (1990), observaron que la proteína Pab contiene una secuencia señal 

en su región amino terminal y demostraron que esta proteína es secretada~ también 

determinaron un incremento en la expresión de esta proteína cuando crecieron a la 

micobacteria en concentraciones bajas de fosfato. 

E).-Young y Garbe. (1991). demostraron que la proteína de 38 kDa. es ulla lipoproteína y 

determinaron que el péptido señal de la proteína de 38 kDa es de 23 aminoácidos. 

F).- Espitia el al .. (1992), también observaron un incremento en la expresión de la 

proteína de 38 kDa al crecer ,\4. wherculosis en un medio mínimo de fosfato. Esto se 

determinó por Inmunoblol e Inmunoclcctromicroscopia con la utilización de un suero 

policlonal y un anticuerpo monoclonal (TB71) dirijidos contra la protcina de 38 kDa. Los 
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resultados demostraron también que la proteína además de ser secretada. puede 

localizarse en la superficie de la micubacteria. 

G).M Singh el al., (1992), expresaron la proteína de 38 kDa de M. luherculosis en E co/i 

fusionando el gen estructural de la proteína de 38 kDa con una región traduccional del 

gen a(p/~' de E. coli. bajo el control de dos promotores I\. y FR del bacteriófago A 

colocados uno tras otro en el plásmido pJLA603. La proteína recombinante. se 

hiperexpresó en 1:.:. coli formando cuerpos de inclusión. 

H).M Chang el al .. (1994) purificaron el antígeno de 38 kDa de A4. luberculosis y 

realizaron estudios cinéticos de la constante de disociación por columnas. las cuales 

tenían acopladas complejos de sulfato o fosfato. Observaron afinidad de esta proteína 

para la columna con los complejos de fosfato, siendo la constante de disociación similar 

a la de la proteína PstS de E. coli, más no así para la columna de sulfatos. 

1).- Vordermeier el al., (1995), evaluaron las propiedades inmunológicas de la proteína de 

38 kDa de M. tuberculosis conjugada con micropartículas biodegradables de poli DLM 

lactido cOMglicolido, observando que estas micro partículas biodegradablcs podrían actuar 

como un sistema de dosificación. pero los resultados de la inmunoprotección con la 

proteína de 38 kDa no fueron satisfactorios. 

J).- Rraibant el al., (1996a), aislaron y secuenciaron los fragmentos de ADN que 

flanquean al gen pSIS-1 de la genoteca de expresión de 1'v/. tuberculosis, constmida en el 

bacteriófago Agt 11; identificaron. 5' arriba del gen PSISM/ un gen homólogo al pSI B de E. 

coli y Yabajo a los genes pSIC y pSIA. Con estos estudios preliminares se sugirio que el 

gen psrS'.1 de M. tubercl/lo.ris es el segundo gen de un posible sistema ABe 

transportador de fosfato, integrado en el siguiente orden. pSIB. pSIS-I, pslC y pSIA M 2. 

K).- Braibant el al .. (1996b): Lefevre el al., (1997), identificaron y caracterizaron otros 

dos genes que codifican para proteínas análogas a PstSM l. Por su localización y 

organización es probable que ambas genes sean transcritos independientemente en 

diferentes operoncs. Estos genes se localizan en dirección 5' al gen pSISM/. Por esta 
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razón, la proteína de 38 kDa fue renombrada como PstS-1. El gen que codifica para la 

proteína designada PstS-2 es transcrito eon otro gen que codifica para una cinasa de 

scrinaltrconina (pknD))' el gen que codifica para la proteína PstS-3 también forma parte 

de un operón, siendo probablemente pSI5;-J el primer gen seguido por el gen ¡JsIC-2 y 

después por el gen pstA-I. 

A pesar de que los trabajos anteriores demuestran que la proteína de 38 kDa de M. 

tuherculosis es una proteína análoga a la proteína PstS de E. eoli, aún no está definido si 

la función y la regulación de la expresión de esta proteína es similar o diferente a la 

proteína PstS de E. co!i. 

De esta manera, el estudio de la proteína de PstS-1 no solo es importante por su 

U$L1 potencial en el inmunodiagnóstico de la tuberculosis, sino también en el 

conocimiento de los mecanismos de regulación molecular que utiliza lw. tuberculosis 

para metabolizar el fosfato. A mediano plazo. la mutagénesis de algunos de los genes 

involucrados en esta vía metabólica nos ayudará a profundizar en la comprensión de los 

mecanismos moleculares de regulación que M. wherculosis utiliza para sobrevivir in 

vivo y posteriormente aplicar estos conocimientos para la genraración de nuevas vacunas 

atenuadas contra la tuberculosis. 

4.- El regulón de fosfato en E. coli. 

Se ha observado que cuando E c:oli es sometida a crecer en condiciones de 

limitacion de fosfato, la bacteria activa la síntesis de varias proteínas las cuales permiten 

la entrada. transporte y regulación de fosfato del medio externo hacia el citoplasma. El 

fosfato es un componente integral del metabolismo celular general para cualquier ser 

vivo, es jndispt:nsable para el aporte de energía. la síntesis del ADN Y del ARN así como 

para la regulación genética (scilales transduccionaks entre proteínas sensoras de 

estímulos y proteínas activadoras transeripcionalcs). 
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Se han identificado aproximadamente 400 proteínas involucradas en la regulación 

por fosfato en E. coli. Alrededor de 200 proteínas son reprimidas y el resto son inducidas 

en escasez de fosfato. Algunas de las proteínas más estudiadas y caracterizadas hastí..l d 

momento son: PhoE. PhoA, PiBp·PstACB·PhoU, PhoB-PhoR, los genes que codifican 

para estas proteínas, se localizan en diferentes partes del cromosoma de E. co/i. A este 

sistema se le ha llamado regulón pho (de phosphate "regulón de fosfato") (figura 1) (Rao 

y Torriani, 1990; Wanner, 1993; VanBogelen e/al., 1996). 

A.- La porina de membrana externa, PhoE. permite la entrada del fosfato orgánico. 

Cuando E. coli crece en limitaciones de fosfato. es inducida la síntesis de una 

porina de membrana externa nombrada PhoE. ésta permite la entrada de fosfato orgánico 

del medio externo hacia el periplasma de la bacteria (Tornrnassen y Lugtenberg, 1980). 

B.- La fosfatasa alcalina (PhoA), hidroliz3 el enlace ester P-O presente en los 

órgano fosfatos. 

En el espacio periplásmico se localiza la fosfatas3 alcalina (PhoA), esta enzima 

hidroliza el enlace éster P-O presente en los organofosfatos, liberando el fi (Pi. 

"inorganic phosphate" fosfato inorgánico). siendo la molécula metabolizable por la 

bacteria (Agrawal el al., 1990). También existen otras fosfatasas que hidrolizan 

organofosfatos pero no pertenecen al regulón pho (Wanner, 1993). 

c.- El sistema de transporte del fosfato morgámco. Pst. es activo en limitaciones de 

fosfato. 

Se ha observado que E coN utiliza dos mecanismos para asimilar el fosfato: 

En concentraciones de aIlo fosfato. un sistema constitutivo de baja afinidad, Pit (Pil, " 

phosphate inorganic transport": transporte de fosfato inorgánico) transporta el fosrato del 

exterior al interior de la bacteria. Hasta este momento se ha identificado sólo una 
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proteína involucrada en este sistema, locali7.<'lda en la membrana interna y se ha 

demostrado que no forma parte del rcgulón pho (Rosenbcrg el al., 1977; Willsky y 

Malamy. 1980; Wanner. 1993). Cuando los niveles e~{ernos (fe; Fi son menores a 20 ~lM. 

el sistema multiprotcíco. Pst (Pst. Phosphatc specilic transpon": transporte especílico de 

fosfato) se activa. A diferencia del anterior. este sistema forma parte del regulón pho. Los 

genes que codifican para este complejo multiprotcico están agrupados en un operón 

integrado por pS1SCAlJ-phoU (Surin el al .. 1985; Amemura el al.. 1(85). 

La proteína PstS f nombrada PstS-1 en M. tuherclIlosis]. se localiza en el espacio 

pcriplásmico. es codificada por el gen pS1S. Esta proteína probablemente transporta el 

fosfato del periplasma hacia los canales transmembranalcs PstA y Pstc. las cuales se 

localizan en la membrana interna (M.I.). Por mutagénesis dirigida se demostró que los 

aminoácidos que interactúan con las moléculas de fosfato son la arginina 237. el ácido 

glutámico 241 de PstC y la arginina 220 de PstA. Con el análisis de la secuencia de 

aminoácidos de ambas proteínas se observó, que posiblemente contienen de 5 a 6 hélices 

transmembranaJes (Cox eL al.. 1988; Cox et al .. 1989; Webb el a/ .. 1992). 

En el citoplasma. se localiza la proteína PstB. ésta contiene un dominio para la 

unión e hidrólisis del adcnosin trifosfato (ATP) rroduciendo adenosin di fosfato (ADP), 

PstB es la proteína responsable de aportar la energía para la entrada de fosfato inorgánico 

hacia el citoplasma (Cox et al.. J 989: Webb er al.. 1992: Chan y Torriani e/al., 1996). 

Se ha demostrado que el sistema Pst tienen dos funciolles en E. coJi: transportar 

el fosfato inorgánico (PstSACB) y regular negativamente el regulón de fosfato en 

condiciones de alto fosfato, siendo la proteina PhoU la responsahle de esta función, el gell 

que codifica para esta proteína se localiza en la parte distal del operón pst (Wanncr. 

1993). Aún e~isten controversias acerca de la posible participación de esta proteína en el 

transporte de Fi. ( Muda el al .. 1992; Stccd and Wanncr. 19(3). 
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D.- Los genes del rcgulón pho son regulados por las proteínas PhoS y PhoR. 

La regulación de los genes phoE, phoA y de los operones pSIS'ACB-phuU, phoB­

phoR y otros genes aún no caracterizados del regulón pho, es dependiente de las proteínas 

reguladoras PhoB y PhoR (Wanner ef al .. 1987a~ K ¡mura el al., 1989~ Yamada el al., 

1989), éstas últimas codificadas por los genes del operón phoB-phoR. PhoR es una 

proteína sensora integrada en la membrana interna (Yamada el al.. 1990) y PhoB es una 

proteína efectora. soluble en el citoplasma. ésta se une a una región promotora 

denominada caja de fosfatos en los genes que pertenecen al regulón pho (Makino el al .• 

1986). 

PhoR actúa como un sensor de la concentración de fosfato (Yamada el a/.. 1990; 

Scholten y Tomasen, 1993). Cuando sensa niveles bajos de Pi, PhoR se autofosforila, 

trans-fosforilando a su vez a PhoB (Makino el al., 1989). PhoB fosforilada se une al ADN 

en el sitio denominado caja de fosfatos y al interaccionar con el factor sigma de la RNA 

polimerasa, activa la transcripción de los genes del regulón pho (Aoyama y Oka, 1989; 

Stock el al., 1989). La proteína producto del gen pIJoB estimula su propia síntesis (Guan 

el al., 1983). 

También se han descrito dos vías independientes de la concentración de fosfato. 

que activan a la proteína efectora PhoB, en E. coli (Lec el al., 1990; Amemura el aL 

1990; Wanner y Riesenberg, 1992). Uno de estos vías está regulado por la proteína Cree 

(PhoM) (Wanncr el al, 1988a; Wanncr el al., 1988b). No ha sido posible detectar el 

fenotipo de CrcC en presencia de PhoR (Wanncr, 1987b). Usando una fusión 

transcripcional entre los genes creC-lacZ, se mostró que el promotor de cree no es 

rcgulado por el rcgulón pho. (Wanner y McSharry, 1982). 

La tercera vía que activa el regulón pho, indepcndiente de la concentración de 

fosfato, es el acetil fosfato. Esta es una molécula intermediaria en el metabolismo de la 

glucosa y se ha demostrado que también tiene In capacidad de fosforilar a PhoB. 

activando así al regulónpho (Wanner. 1992: !\kClcary ef al .. 1993: McCleary. 1996). 
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5.- Implicación del regulón pilo en la virulencia, 

La primera evidencia de que los genes regulados por el regulón de fosfato. están 

involucrados en los procesos dc invasión, fue la reportada por Sillai y BavoiL (1993). 

quienes utilizaron transposom:s para Illutagenizar una cepa cnlero-illvasiva de E coli y 

aislaron dos Illutantes con un fenotipo hiper-invasivo al ensayarse en cultivos celulares. 

identificando la inserción del transposon en el operón pSI5iCAB-plwU Daigk el al .. 

(1995) usaron también transposones para mutagenizar una cepa de E. coli que provoca 

septicemia en becerros y lechones. con el objetivo de identificar los factores de 

virulencia; con esta estrategia aislaron una mutante que provocó la atenuación de la cepa. 

identificando la inserción del transposón en el gen pSIC Además, Janssen el al.. (1995) a 

través de la incorporación de metionina marcada radioctivamcnte con azufre ("S) y con 

la utilización de un anticuerpo monodonal anti-PhoE, observaron la expresión de la 

porina PhoE de 5ialmonella Iyphimurium. únicamente en los extractos protéicos de las 

bacterias que habían invadido las células eucarlotas y no en los extractos protéicos de las 

bacterias extracclulares. 

6.- El regulón de fosfato en M. tuberculosis. 

El primer repone sobre la expresión de la fosfatasa alcalina (enzima activada en 

condiciones de bajo fosfato en E. coli) en el género Mycobaclerium fue el trabajo de 

David HL, (1977). El detectó la actividad de esta enzima en cultivos de M. semgmatis 

crecido en condiciones limitantes de fosfato. Casal M y Linares MJ, (1984) también 

detectaron actividad de la fosfatasa alcalina en M. /uhcrculosis. Otros reportes son los ya 

descritos previamente con la proteína PstS-1 de M. luherculosis. Thangaraj el 01 .. (1996). 

identificaron. clonaron y secuenciaron el probnole operón pSI de M. intl'ocellu/ure, 

observando también otros genes análogos :.JI gen pSIS'-I. Considerando los resultados 

mencionados. es poco lo que se conoce aCerca de la regulación de fosfato en Af. 

luberculosis y prácticamente nada en las otras micohactcrias. 

11 



[1.- JUST[F[CAC[ON. 

La caracterización molecular de la proteína de 38 kDa (PstS-I) de M. tuherculosis 

nos permitirá establecer la posible participación de esta en la asimilación de fosfato. asi 

como los mecanismos implicados en la activación o r~prcsión de su expresión génica. Los 

conocimientos que se deriven de esta {¡rca. nos serán de gran utilidad para comprender los 

mecanismos fisiológicos y moleculares que le permiten a M. IlIherclI!osis sohrevivir en 

condiciones de limitación de fosfato. 

Es claro que existen diferencias notables entre E. coli y M. Il/hercu/osis. por 

ejemplo a nivel de sus envolturas celulares. 1-.:. coli es una bacteria Gram-ncgativa 

(Farrner 111, 1995), mientras que M. luherculosis es considerada una hacteria Gram­

positiva (Nolte y Metchock, 1995). A nivel génico el porcentaje de bases nucleotídicas 

también es diferente, las micobacterias tienen un 65-70 % de guanina-citocinas y E. coli 

tiene del 45-55%. La comparación del genoma de A1. wherclllmiis con otros geno mas de 

microorganismos ya secuenciados revela una preferencia significativa estadísticamente 

por aminoácidos codificados por codoncs con mayor contenido en G + C como alanina 

glicina, prolina. arginina y triptofano que por aminoácidos codificados por codones con 

mayor contenido en A + T como asparagina. isoleucina, lisina, fenilalanina y tirosina 

(Cole el al., 1998). Por ésto la homología entre proteínas análogas entre M. luherclI/osis y 

E. coli es alrededor del 30-40 %. Desde este punto de vista biológico. el estudio de la 

regulación de fosfato en dos bacterias estructural y evolutivamente diferentes resulta 

interesante. 
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111.- ANTECEDENTES. 

1.- Clonación del gen pstS-l (38kDa, 36kl)a, Pah, antígeno 5, antígeno 78). 

Andcrsen ef ul., (1988), con un complejo de anticuerpos monoclonales 

producidos contra diferentes antígenos de M. luhen:u!osis. identificaron 12 bactcriófagos 

recombinantcs de una geno teca de expresión de Al. tuherculosis construida en el 

bacteriófago }~glll. Las proteínas expresadas por los bactcriófagos rccombinantes. 

rueron designadas como proteínas antigénicas a, b, e d (Paa, Pab. Pae y Pad), 

dependiendo del reconocimiento de los anticuerpos. Los que presentaron reconocimiento 

cruzado entre estos, fueron nombrados como PaeF y PaeS así como ParA y PaID. Dentro 

del grupo Pab se identificaron tres bactcriófagos recombinantes que expresaban la 

proteína de 38 kDa. los cuales fueron nombrados como AAA59. AAA60 Y AAA71. El 

análisis posterior del perfil protéico de los bacteriófagos, por inmunoblot mostró que los 

bacteriófagos AAA59 y AAA 71 expresaban una proteína de 160 kDa (probablemente 

producto de la fusión traduccional entre el gen lacZ de E. coli y la región arriba del gen 

pub fpsrS'-IJ) y otra de 36 kDa. El bacteriófago AAA60 únicamente expresó la proteína 

de 36 kDa independientemente de la adición del isopropil-P-D-thiogalactósido. Usando 

diferentes enzimas de restricción se determinó que e! bacteriófago AAA 71 contenía 

aproximadamente 4 kpb. el bacteriófago AAA60 3 kpb Y el bacteriófago AAA59 2 kpb. 

La secuencia del bacteriófago AAA59 mostrÓ un frente de lectura abierto que 

codificaba para una proteína de 374 aminoácidos. El estudio comparativo a nivel de 

DNA y de proteína con la base de datos de secuencias reportadas hasta ese momento. 

mostró que el producto protéico del gen puh expresado por el bacteriófago AAA59. 

tenía un 30% de homología con la proteína PstS de E. coli. 

Por otra parte. el fragmento de ADN conteniendo el gen p(lb y parte del gen /(lel 

del bacteriófago AAA59. fue liberado digiriéndolo con las endonucleasas llindlll-SmaI y 

fue subc\onado en el plásrnido p13RJ22 digerido con flindllI y EeoRV. nornhrando al 

plásmido resultante pAA26 (figura 2). Posteriormente. la cepa de E. eoli DH5u fue 
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transformada con este plásmido y se analizó su pedil protéico por inmunoblot. 

detectándose aún la proteína de 160 kDa y la proteína de 36 kDa. Eliminaciones en 

dirección 3 ·al gen pah con la exonucleasa 80/31 no afecto la cxpn:sión de la pWleína de 

160 kD, Y 1, de 36 kDa. 

Estos resultados, no lograron definir si la expresión de la proteína de 36 kDa por 

el bacteriófago AAA59 y el plasmido pAA26. era debida al reconocimiento de alguna 

proahlc región promotora localizada dentro de los 150 pb arriba del codan de inicio del 

gen pah de M. tuherclIlosis, por el sistema regulador de fosfatos de E. coli. o si el 

sistema pastraduccianal de E. coli reconoció al péptido señal de la proteína Pab, 

produciéndose así la forma madura de la proteína de 36 kDa. 
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IV.- OBJETIVOS GENERALES. 

1 ).- Caracterizar molccularmcntc el gen que codifica la proteína PstS-1 de M 

lubercu/()sis. 

2).- Iniciar el estudio de la regulación de fosfatos en M. tuherculosis y en las 

micobacterias no patógenas. 1\1. rllecae y j\1.. smegmaris. 

V.- OBJETIVOS ESPEClFICOS. 

1).- Detenninar si el sistema de regulación de fosfatos (PhoB) de E.coli reconoce los 

promotores de los genes involucrados en el metabolismo de fosfatos de Al tuberculosis. 

2).- Dctenninar la presencia dcl/oclIs pstS-1 en otras micobacterias. 

3).- Evaluar la expresión de la fosfatasa alcalina en [as micobacterias no patógenas. M. 

vaccae y M. smegmatis. 
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VI.- MATERIALES Y METODOS. 

I.as cepas de E_ co/i. micobactcrias. bactcriófagos. plásmidos y construcciom:s 

utilizadas y generadas en este trabajo están descritas en la tabla 1. La metodologia de 

Southcrn bloc las técnicas básicas de clonación e hibridación en placa y colonia. así como 

las soluciones y amortiguadores fueron elaboradas de acuerdo al manual de Sambrook el 

al.. 19X9. 

1.- Crecimiento de micobactcrias. 

El crecimiento y la manipulación de Mycohac/erium tuherculosis l/37Rv, ¡!J7Ra. 

Mycohactcrillm bovis BC0 y las patógenas potenciales u oportunistas para el hombre como 

Mycobaclerium phlei, MycobaClerium kan.msií, MycohacleriwlI avium y Mycobaclerill111 

illlracellulare fueron llevadas a cabo en un laboratorio de seguridad de nivel 3, ubicado en 

el Instituto de Investigaciones Biomédicas. M. smegmatis y M. raccae fueron manipuladas 

en el laboratorio de nivel 2. 

Las diferentes cepas de micobacterias fueron crecidas en los medios de cultivo 

Sauton. pH 7.2 (contiene por litro: 0.05 g de citrato de fierro y amonio. 0.5 g de MgS04. 

0.5 g de NaH 2P04, 2.0 g de ácido citrico, 4.0 g asparagina y 60.0 g de glicerol), 

Middlcbrook 7H9 y 7Hl1 agar (Difco Laboratorios, Detroit, MI). M. plhei, M. avilllfl, M. 

iJ1lracellulare. M. smegmalis y Al vaccae, fueron crecidas en el medio líquido 

ivliddlebrook 7H9. Al tuherculosis H37Rv, Al. tuherclllosis H37Ra. M. hm'is BCG. M. 

kOl1sasii y Al. phlei fueron crecidas en el medio líquido Sauton y 71-111 agur. M. hovis y M. 

illfracellulllrc fueron crecidas en el medio 7H 11. 
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Tabla l. Cepas, baclcriófagos, plásmidos y c6smidos usados o construfdos en este trabajo. 

Cepas 

MicobaClcrias 

M. tuberculosis 

M. I/Iberrl/{oslS 

M. bol"is 

M. illlrtlce{/u{are 

M. w'iurn 

M. kansaszl 

M. plhei 

M. smegmaJij' 

M. WJl:aae 

En:herichia coli 

DfI5uIQ 

CE I 248 

CE 1 2z.t 

CE/I97 

CEII~ 

ATR.~ 

ANCC22 

ANCLI 

AJ\'CUI8 

l.!W13713 

l.!\\' 13736 

8\\'16469 

8\\'16-1-70 

8\\'16546 

x27M 

Caracter(stjca.<¡ 

AlCC 27294 H37R~' 

ATCC25I77fn7Ra 

BCG (Gla",o strain) 

ATCe 13950 

ATCe 25291 

ATCC 12478 

W 
rnc2155 

.'p 

(PC2929) 6(phoE) plwR69 

(PC2914) 6l,pllol;;"J 

(PC2~2) pSlS20J 

(PC2416)psIS20J 

KIO 6phuU pi/-lO 

p!wR68 plwM453 

phoB23 

plwA 

plwR68 

phoR68 Ó(creABCD) 

phoR68 6(creABCD) ackA200 

phof?68 6(creABCD) 6(pta ackA hisQP) 

phoR68 6(creABCD) pla-200 

F A(rl857 b2 redf13!in 6(gpl-proA)62 

leuB/ gmV44 ara-l4 gulK21ucYI hsdS20 

rpsL10x)'/-5 mI/-! recAI3 

Km' 
Esc 

Esr 

Esr 

Esr 

Km' 

F.' 
Km' 

Es' 
Ter 

Km' 
Ter 

Ter 

Te' 

F.' 
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Bacteri6fagos recombuWIIlI!S. 

AAA59 DerivadodcJ kgtll,p!ifS-J 

AAA60 Dcrivadodel J..gtll.psIS-J 

Có~mjd05 

pYUB328 

pJr4COS 

Vectur ApI" 

Banco genómico deM, tuberculosis construido 

en pYUB328 ApI" 

pIT46COS Derit'ado del p.IT4COS contiene ellOCllS pSI 

de M. tubemdosis Al" 

PJásmidos 

pSN5<n Derivado del pBR322, pSISCABp}¡oU ApI'Tcr 

pAN36 Derivado del pAl.1TI84, pstSCABphoU Cmr 

pJP50 Derivado dIe pALr'CI84, phol1phoR Cmr 

pJPI4 Derivado del pACYC 184, E. col; phoE Cm' 
pAA26 Derivado del pl1R322, pSIBS-IC-J Al" 
pUCI8 Vector Al" 
pBR322 Vector Apl"Tc f 

pAT95 Derivado del pUC18, pSIBS-1C-1A-2 Al" 
pA'f95l Dcrirado del pUCI8, pSl8 Al" 
pAT% Derivado del pBHJ22, pSIBS-IC-J ,11" 
pAT97 Deri~'ado del pBR322, pSIBS.1C-JA-2 Tcr 

p~1C1871 Dcnl'ado del pBR322. contiene el gene JaeZ T,' 
de E. col! sin promotor 

pMV261 Vector inten.:amhmble (shuUle) Km' 
pI!' 1 9')7 [ Derivado del pMV26I, pSIBS-1C-/A-2JacZ Km' 
pIl' ¡Y'fl2 Dcn~'adu del pMV26J ,pl"/S-1C-IA-2/aeZ Km' 
pIf 19973 IJcrivado del pMV261 , pSIC-IA-2lacZ Km' 
pIl'l9'fl4 Dem'aoo del pMV261, pSIBlCll:Z Km' 
pIfJ9'fl5 Demado del p~fV26I, pSIBlaeZ Km' 
prrl9'fl6 Dcri\'ado del p~{V26I, pllB S-IC-llacZ Km' 

,\. ,\ndersen, Univ. de Derunark. Dmk. 

A. ADdersen, Unil'. de Dcnmark, Dmk 

W. Jacobs, HHMI. USA. 
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Construfdo en este trnbajo 

B. Wanncr. Unir, de Pardue, USA. 

A. Toniani, Inst. Tecnológico de Ma~achuseHs, USA. 
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Anderscn et al., (1989) 
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2.- Obtención del ADN de las mico bacterias. 

Las mieobacterias fueron muertas con azida de sodio al 2%. El ADN de las 

micobacterias fue obtenido por la técnica de van Soolingen el al. (1994). Brevemente del 

cultivo en agar 71-111, la masa bacteriana se obtuvo raspando con una asa bacteriológica la 

caja y después se depositó en un tubo de 1.5 mI. De las bacterias crecidas en el medio 

líquido la masa bacteriana sc obtuvo por centrifugación en tubos de 1.5 mI. Posteriormente 

se adicionaron 300 1.11 de amortiguador TE I x y 50 )11 de lisozima a 10 mg/ml a cada tubo y 

se incubandose a 37 oC de 1 a 24 horas. Después se agregaron 70 )11 de sulfato dodecil de 

sodio (SOS) al 10% Y 5 )11 de proteinasa K a 10 rng!ml, se mezcló vigorosamente e incubó 

a 65 oC por 10 minutos, posterionnente se adicionaron 100 )11 de NaCl 5M y 100 ¡..tI de N­

cetil-N.N.N,-trimetil bromido de sodio (CTAB) al 10% disuelto en una solución de NaCI al 

0.7%. se mezcló vigorosamente e incubó a 65 oC por 10 minutos; luego se agregaron 500 ¡.tI 

de cloroformo; después de una fuerte agitación las muestras se centrifugaron a 14 K rpm 

por 5 minutos. Este paso de extracción se repitió por 5 veces. El sobrcnadante se recuperó 

en otro tubo de 1.5 mi y se adicionaron 500 ¡.tI de isopropanol para precipitar el ADN. La 

muestra se mantuvo a temperatura ambiente de 10-30 minutos o se dejó a -70 Oc hasta su 

uso. Finalmente el AON obtenido se lavó con 1 mi de etanol al 70%, se centrifugó a 14 K 

rpOl a 4 Oc por 15 minutos y se resuspendió con 50 ¡..t.l de agua grado milliQ-ultra filtrada. 

3.- Generación de los plásmidos pAT9S, pATSI, pAT96 y pAT97. 

Con la endonucleasa SaeL se eliminó un fragmento de 4.5 kb del plásmido pAA26. 

que contenía parte del baetcriofago Agt 11 Y parte de la región reguladora del gen !(feZ de 

E. coli. generándose el plásmido pAT96 (figura 2). Por otra parte, con Sacl-Kpnl se liberó 
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un fragmento de aproximadamente 4 kb del bacteriófago AAA60 que contenía parte del 

gen estructural/acZ, aproximadamente 650 b arriba del codón de inicio del gen pab, el gen 

estructural pah y aproximadamente 1.3 kb después del codón de término de este gen. Este 

fragmento fue subclonado en el pUCI8 digerido con 5;acl-Kpnl. generándose el plásmido 

pAT95. Con esta subclonación se ganaron sitios de restricción y el plásmido se digirió con 

EcoRI y PS/I; así el fragmento de 4 kb se subclonó en el p13R322 generándose el 

plasmido pAT97 (fiigura 3). Esta ültima subclonación se realizó con el objetivo de evitar 

difcrencias en la expresión debido al uso de plásmidos con diferente número de copias por 

célula. Para secuenciar los 650 pb localizados arriba del codón de inicio del gen pab, el 

plásmido pAT95 fue digerido con la enzima PvulI, liberándose el fragmento de 650 pb, el 

cual fue subclonado en el sitio de SmaI del pUCI8, generando el plásmido pAT95 I (figura 

3). Los fragmentos de ADN clonados fueron purificados con perlas de vidrio (Gene clean, 

Bio I 01) cortando los fragmentos deseados de geles de agarosa al 0.8% (Biorad). 

4.- Preparación de células competentes. 

Una colonia de la cepa de E. coli crecida en LB agar (GibcoBRL) o una colonia de 

M. smegmalis crecida en 7H 11 agar, fueron cultivadas en un litro de caldo de Luria o 7H9 

respectivamente con agitación a 200 rpm a 37 oC. hasta llegar a una 0.0.600 de 0.5. 

Después cada cultivo fue centrifugado en botellas de 500 mi a 4 oC a 6 k rpm, las pastillas 

fueron lavadas con un litro y medio de agua bidestilada y centrifugadas a 6 k rpm. los 

botones celulares fueron rcsuspendidos con 100 mi de glicerol al 10% Y centrifugados a 6 k 

rpm. la pastilla bacteriana de las E. coli fue resuspendida con 1 mi de glicerol al 10% y 

alicllotadas en tubos de 0.5 mi con 50 pi de la suspensión. La pastilla de las micobacterias 
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Figura 3.- Esquema de la construcción de los plásmido pJT95, pAT95 1 Y pAT97. 
Los sitios de las enzimas de restricción donde se llevó a cabo la clonación están 
indicados con un cuadro negro. 

2 2 



fue rcsuspcndida con 10 mi de glicerol al 10% y alicuotadas en tubos de 1.5 mi con 500 ~tl. 

Finalmente los tubos con las alícuotas de bacterias fueron primero congelas en hielo seco y 

posteriormente se guardaron en un ultracongeJador a -70 (lC por un período de 3 meses. 

5.- Condiciones de clectroporación. 

Se utilizó el electroporador BTX modelo ECM600 y las condiciones para 

e1ectroporar E. coli y lvl. smegmatis fueron 1.4 Kv. 25 ~lF Y 1000 Ohms. 

6.- Construcción de la genoteca de M. tuberculosis en el cósmido p YUB328. 

Doce ~g de DNA genómico de M tuberculosis contenidos en 7 J.l1 de agua. fueron 

mezclados con 135.5 J.l1 de amortiguador 1 x (proporcionado por la compañia) para ser 

digeridos parcialmente con la enzima Sau3AI. La digestión se realizó en cinco tubos de 0.5 

J.l1, al primero se le adicionó 47.5 Jll del amortiguador con el ONA yen los otros cuatro 

tubos se alicuotaron 25 JlI de esta misma solución. Posteriormente al primero se le 

adicionaron 2.5 J.l1 de Sau3AI para quedar a una concentración de 0.025 unidades/pg de 

ADN. Este tubo se mezcló y el 50 % del contenido de éste. se transfirió al tubo dos 

quedando la concentración de la enzima 0.0125 unidades/J1g de ADN. El mismo 

procedimiento se siguió para los tres tubos restantes. La reacción se incubó a 37 {lC por 30 

minutos y la reacción de digestión parcial se detuvo adicionando EDTA a una 

concentración final de 20 mM por cada tubo. La digestión parcial de cada tubo se analizó 

en un gel de agarosa al 0.4 % Y se corrió a 20 Volts toda la noche. observando que la 

mayor cantidad de fragmentos entre 35 y 40 kb se generaron en el tubo de reacción dos. 



La cantidad total de DNA de M tuberculosis digerido parcialmente con la condición 

del tubo dos fue de 200 ¡<g. 

El vector utilií"..ado para construir la genoteca fue el cósmido pYUB328. obsequiado 

gentilmente por El Dr. WR Jacobs del Howard Hughes Medical Institute, Albert Einstein 

College of Medicine. Bronx, NY. Ocho Jlg de este cósmido fueron digeridos con la 

enzima Xhal y luego desfosforilados con 0.5 U de fosfatasa alcalina incubándose a 37 oC 

por 2 horas. El ADN desfosforilado fue extraído con fenol:cloroformo (1:1), después con 

cloroformo y luego se precipitó con 2 volumenes de etanol absoluto y se lavó con etanol al 

70%, posteriormente fue resuspendido con H20. Finalmente este DNA fue digerido con 

BamHI e incubado a J 7 Oc por 2 horas, después fue sometido a electroforesis en un gel de 

agarosa al 0.8 %. 

Los fragmentos de entre 35-40 kb de M tuberculosis generados con Sau3AI y los 

fragmentos de 1.16 kb Y 3.78 kb del pYUB328 generados con un extremo Xbal­

desfosforilado y otro con BamHI-cohesivo fueron obtenidos al sustraerlos de un gel de 

agarosa al 0.8 % Y purificados con perlas de vidrio (matriz de sílice. el principio en el que 

se basa, es que los ácidos nucleicos se unen a las partículas de la matriz en presencia de 

sales caotrópicas, después de lavar la matriz se eluye el ácido nucJeico utilizando 

amortiguadores bajos en sales) siguiendo el protocolo de la compañia BiolOI (Gene Clean) 

(figura 4). 

La reacción de ligación se hizo con l Ilg de los fragmentos de entre 35-40 kb de M. 

tllberculosis y con 145 ng del fragmento de 1.16 kb Y 472 ng del fragmento de 3.78 kb 

del pYUB328. La relación molar vector·inserto fue de 5:1. respectivamente y después se 

adicionaron 400 unidades de T4 DNA ligasa en un volumen de 20 j.1l Y se incubó a 4 (le por 
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Figura 4.- Esquema donde se muestra cómo se construyó la genoteca de M. tuberculosis 
H37Rv en el plásmido pYUB328. 
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48 horas. Cuatro ~d de la reacción de ligación se empaquetaron in vi/ro con el estuche de 

empaquetamiento GigapaKM. JI XL. siguiendo el prolOcolo del proveedor (Stratagene). 

Quinientos ~d de las partículas resultantes del empaquetamiento in \'itro. se usaron 

para transducir I mi de la E. coli IIB 101 (X 276-1), crecidas previamente en LB suplementado 

con 10 mM de MgS04, 0.4% de maltosa e incubadas a 30 oC a una OO'óoo de l. Estas 

bacterias y las partículas transductantes se incubaron a 30 oC por 45 minutos para permitir 

la adsorción. Después se añadieron 600 ~d de LB a la suspensión eelular-particulas 

transductantes y se incubó a 30 oC por I hora con agitación para pennitir la expresión del 

gen de resistencia a ampicilina. Las clonas recombinantes se seleccionaron en cajas de LB 

agar suplementado con ampicilina a 300 llglml y estreptomicina a 100 Jlg/ml y se 

incubaron toda la noche. La estimación de número de clonas para tener representado el 

genoma se realizó utilizando la ecuación matematica N=ln(l-P)/In[l-(I/G)] (Ausbel el al .. 

1987). N es el número de clonas recombinantes necesario para tener representado el 

genoma con una probabilidad (P ) del 99%. 1 es el tamaño de los fragmentos clonados en 

bases y G es el tamaño del gcnoma en bases. La estimación del número mínimo de clonas 

recombinantes n:qucridas fue de 577. El número de clonas obtenido fue de 5000, 

estimandose con una probabilidad del 99 % que se tenía representado el genoma de M 

tuberculosis 8.6 veces. Considerando que el tamaño del vector con el inserto para poder ser 

empaquetado dentro de una cabeza del bacteriófago A debe tener cierto tamaño que ocsila 

entre el 78 % a un 105 % con respecto al genoma del bacteriófago A silvestre. se asumio 

que el todos los cósmidos rccombinantes obtenidos contienen un inserto promedio entre 35 

kb a 45 kb. 
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La amplificación de los cósmidos recombinantes se llevó a cabo raspando de las 

cajas las 5000 clonas recombinantes con las que se hizo una suspensión celular homogénea 

contenida en 10 mI de LB. Posteriormcnte se inoculó un matraz con 500 mI de LB 

suplementado con OA % de glucosa, 300 ~lglml de ampicilina y 100 Jlg/ml estreptomicina 

con I mi de la suspensión celular anterior y se incubó a 30 oC con agitación moderada 

hasta llegar a una 00600 de 0.3. 

La inducción del profago se hizo incubando el cultivo anterior en baño maría a 45°( 

por 14 minutos y luego se incubó con agitación vigorosa a 37°C por 3 horas. Después, 

las células fueron centrifugadas a 10 k rpm por 20 minutos y la pastilla celular fue 

resuspendida en 7 mi de amortiguador SM (10 mM MgS04, 100 mM NaCI, 10 mM 

TrisHCI pH 7.5) Y se Iisó con 2 % de cloroformo e incubó a 37 oC con agitación por 15 

minutos. Ellisado resultante fue tratado con 100 JlI de DNAsa 1 (lO mg/ml) y se incubó a 

37 Oc por 30 minutos. Los restos celulares fueron removidos por centrifugación a 10 k 

rpm y al sobrenadante con los cósmidos recombinantes empaquetados in vivo. se le 

adicionó c1orofonno a una concentración final del 0.3 % (v/v) y se almacenó a 4 oC. 

El título de los cósmidos recombinantes reempaquetados se calculó mediante 

diluciones seriadas del banco amplificado, desde 10.2 hasta 10-10. Diez Jll de cada una de las 

diluciones se emplearon para transducir 200 JlI de células DH5aJQ crecidas en LB 

suplementado con 10 mM MgS04. La suspensión de células-partículas transductantes fue 

incubada a 37 oC por 20 minutos para permitir la adsorción, posteriormente se adicionaron 

300 mi de LB y se incubaron a 37 Oc por una hora, para permitir la exprcsión de los genes 

de resistencia a los antibióticos. Finalmente cada dilución de partículas transductantes­

células bacterianas fue crecidas sobre cajas de LB con 300 Jlg/ml de ampicilina . 
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El titulo del banco reamplificado fue de 4.5 X 109 particulas transductantes/ml. A la 

genoleca obtenida constituida por las 5.000 clonas se le designó como pJT4COS. 

7.- Identificación de los cc)smidos rccombinantes conteniendo el locus pst de M. 

tuberculosis. 

Por medio de la técnica de hibridación en colonia se identificaron de la genoteca 

reamplificada pJT4COS de M. tuherculosis, 23 cósmidos recombinantes que contenían el 

locus pSI, utilizando como detector homólogo el fragmento de 2.1 kb PvulI del 

bacteriófagofago AAAA60 conteniendo el externo 3' del gen pSIB y e! gen pstS-1 completo 

y el extremo 5' del gen pSIC-1. Brevemente, la busqueda del locus psI se hizo en un total de 

2000 colonias crecidas en 10 cajas petri de 8 centímetros de diametro con de LB agar, las 

cuales fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad número de catálogo 162-

0196). Con el objetivo de lisar las colonias y exponer su ADN para la hibridación posterior. 

las membranas con las colonias adheridas hacia arriba fueron colocadas en un papel 

Watman 3 mm humedecido con una solución de SOS al 10 % por 5 minutos, 

posteriormente se transfirieron a otro papel Watman humedecido con la solución de 

desnaturalización (NaOH al 0.5 N Y NaCI al 1.5 M) por 5 minutos, despues se transfirio a 

otro pape! Watman humedecido con la solución de neutralización (NaCl al 1.5 M Y Tris­

HCI 0.5 M) por 5 minutos y finalmente se transfirió a una membrana humedecida con el 

amortiguador de SSC 2x por 5 minutos preparado como lo describe Sambrook el al., 1989. 

El AON de las colonias fue fijado a la membrana con luz ultravioleta y posteriormente las 

membranas fueron hibridadas con el detector homólogo de 2.1 kb marcado con 

digoxigenina. con 50 % de formamida. las soluciones y condiciones de revelado por 
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quimioluminicencia fueron realizadas de acuerdo al protocolo de la compañía dc Roche 

(antes Boehringcr lakesidc). 

8.- Construcción de las fusiones trolduccionales. 

Construcción del plásmido pJT 19971" 

Con las enzimas NolI-BalI se obtuvo un fragmento de 4.62 kb del cósmido 

sdt:ccionado pJT46COS. Este contiene 1.3 kb arriba del codón de inicio del gen pSIB, el 

gen pSIB, psIS-/, pSIC-/ y 262 b del gen pSIA-/. Los extremos 5' salientes generados con 

NOII fueron rellenados con nucleótidos y con la enzima T4 DNA polimerasa generando 

extremos rasurados. Este fragmento se subclonó en el vector intercambiable pMV261 en el 

sitio de HpaI, creando el plásmido pJTl99701. Este fue digerido con e/al y los extremos 

5' salientes generados fueron rellenados con nuclcótidos con la enzima T4 DNA 

polimerasa. En esta construcción se adicionaron 15 pb (AA CTA CGT CGA CAT C) al 

final del gen pstA-2 provenientes del pMV26L Por otra parle, el gen JaeZ de E. co/i fue 

obtenido con la enzima .S'alI del plásmidos pMCI871 y los extremos 5' salientes fueron 

rellenados con nuc!eótidos y con la enzima T4 DNA polimerasa: este fragmento de 3.1 kb 

se subclonó en el plásmido pJTl99701 digerido con C/alrr4 DNA polimerasa más 

nuc!eótidos, obteniéndose finalmente el plásmido pJT 19971, el cual contiene la fusión 

traduccional del locus pst-lacZ (figura 5). 

El oligonuclcótido LACZ¡ (5' GGCCTCTrCGCTA"ITACGCCAGCTGG 3") fue 

diseii.ado de la secuencia del gen lacZ de E. eoli y fue sintetizado en el Institulo de 

Biotecnología, Cuernavaca Morelos, Universidad Nacional Autónoma de México. Este 

oligonucleótido fue utilizado para secuenciar y vcriticar el frente de lectura de la 
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construcción traduccional con el gen lacZ. pJT19971 y de las construcciones descritas a 

continuación (pJT19974, pJTl9975 Y pJTI9976). La secuencia nucleotídica se hizó usando 

la técnica de Sanger el al.. (1977). utilizando el estuche Je secuenciación Tcrmosequenasa 

(Arncrsham Phannacia Biolcch UK LId.) 

Construcción del plásmido pJT 19972. 

El plásmido pJTI9971 fue digerido con las enzimas Xbal-flindlll, eliminándose un 

fragmento de 418 pb que contenía el promotor del gen de choque de ealor de M. 

tllberclIlosis (hsp60). Los extremOS 5' salientes generados con XbaI-HindIll fueron 

rellenados con nucleótidos y con la enzima '1'4 DNA polimerasa. El plásmido linearizado 

fue ligado sobre sí mismo. creando el plásmido pJT199702. Este plásmido fue digerido 

parcialmente con EcoRI-PstI. eliminando un fragmento de 1.3 kb que contenía 702 pb del 

gen pSIS-2, 402 pb del gen pstB y 214 pb de la región intergenica entre ambos genes, los 

extremos 3' salientes generados con Pstl fueron eliminados con la enzima T4 DNA 

polimerasa y los extremos 5' salientes generados con EcoRI fueron rellenados con 

nucleótidos y con la enzima T4 DNA polimerasa y después fue ligado sobre sí mismo. 

generándose el plásmido pJT19972. La fusión traduccional contenía 406 pb del gen 

estructural pslB, los genes pslS-l pstC-l y 267 pb del gen pSIA-2 fusionados en fase con el 

gen laeZ (figura 6) 

Construcción del plásmido pJT19973. 

El plásmido pJTl9971 fue digerido con PSI!. generándose dos fragmentos. uno de 

4.9 kb Y otro de 7.35 kb. Este ultimo contenía la fusión traduccional que se subclonó en el 

sitio PSI! del pUCI8. generándose el plásmido pJT199703. posteriormente este plásmido 
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clonación están indicados con un cuadro negro. 
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fue digerido con Neol generándose dos fragmentos, lino de 3.2 kh Y otro de 6.9 kb. los 

extremos S' Neol fueron rellenados con nucleótidos y con la enzima '1'4 DNA polimerasa, 

después fue digerido con PslL liberándose del fragmento de 6.9 kb un fragmento 3.6 kb, el 

cual se subclonó en el pMV261 digerido con Ilpal·PsII, creándose el phismido pJT19973. 

Este plásmido contenía 244 pb del gen pslC y 267 pb del gen pslA·2 fusionado en fase con 

{"c2 (figura 7). 

Construcción del plásmido pJT19974. 

Un fragmento de 2049 pb, que contenía 1304 pb antes del inicio del gen pstB y 744 

pb del gen pSIB, fue obtenido con Noll-Pvull del cósmido pJT46COS. Los extremos 5' 

salientes generados con Noll fueron rellenados con nucleótidos y con la enzima T4 DNA 

polimerasa, posteriomente este fragmento se subclonó en el sitio de Smo! del pMC1871, 

generándose el plásmido pJT199704, el cual se digirió con Ps/I generándose dos 

fragmentos uno de 4.7S kb y otro de 4.7 kb, éste último contenía los 918 pb antes del inicio 

del gen pstB y 744 pb del gen pstB fusionado con laeZ, fue subclonado en el pMV261 

digerido con PSII, obteniéndose asi el plásmido pJTI9974 (figura 8). 

Construcción del plásmido pJT19975. 

Un fragmento de 929 pb, que contenía 18S pb arriba del codón de inicio del gen 

pSIB y 744 pb del gen pslB fue obtenido con BamHI-P\'lI1I del cósmido pJT46COS. Los 

extremos S' salientes generados con BamHI fueron rellenados con nucleótidos y con la 

enzima T4 DNA polimerasa y posteriomente subc1onado al pMC1871 digerido con SmoL 

generándose el plásmido pJT19970S. Este último plásmido se digirío con PsII generándose 

dos fragmento uno de 4.3 kb Y otro de 4 kb. éste último contenía los 185 pb antes del inicio 
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del gen pSIB y 744 pb del gen pstB fusionado con lacZ. finalmente éste fue subclonado en 

el pMV261 digerido con 1'.1'11. obteniéndose el plásmido pJTI9975 (figura 9). 

Construcción del plásmido pJT 19976. 

Se obtuvo un frngmento de 2.1 kb del pJT46COS con PVIIII, éste contenía 104 pb 

del gen estructural pSIB, el gen pstS-1 y 858 pb del gen pstC-I. éste se subc\onó en el sitio 

de Smal del pMCI87L generando el plásmido pJT199706. éste contiene la fusión 

traduccional de los genes mencionados previamente con el gen lacZ. Finalmente éste se 

digirió con PSIJ genérandose dos fragmentos uno de 4.3 kb Y otro de 5 kb, éste último 

fragmento se subclonó en el sitio PslI del pMV261 parn generar el plásmido pJT19976 

(figura 10). 

Con el objetivo de evitar alguna influencia del promotor del gen del choque de calor 

(hsp60) y del promotor del gen ap}, de M. tuberculosis sobre los genes del locus psI de M. 

tuberculosis fusionados con el gen JacZ de E. coN (previamente descritos), por el patrón de 

restricción, se verificó que al ser clonadas en el plásmido pMV261 quedaran en sentido 

divergente a mencionados promotores. 

9.- Condiciones del crecimiento bacteriano con y sin fosfato. 

M smegmalis transfonnada con las diferentes construcciones fue crecida en agar 

7H 11. Posterionnente una colonia de cada transforman te fue inoculada en 100 mi de 7H9. 

Las bacterias fueron crecidas a 37 oC en agitación a 200 rpm, hasta alcanzar una D.O. 600 

de 0.5. Después. el cultivo fue centrifugado a 15 k rpm y la masa bacteriana fue lavada con 

150 mI de medio Tris Glucosa (TG) pH 7.5 (20 mM de NH,CL 3 mM de Na2SO,. I mM de 

MgCI2• 0.2 mM de CaCho 80 mM de NaCL 20 mM de KCL 0.002 mM de ZnCh. 120 mM 
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Figura 9.- Esquema de la construcción del plásmido pJT19975. 
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de Trizma base) y centrifugada a 15 k rpm. La masa bacteriana fue entonces resuspendida 

ell 1 mi del medio TG, de esta muestra se inocularon 400 ~d en 120 mi del medio TG más 

suplementos (Twecn 80 al 0.05%. glucosa al 2%. peptona al 0.01%) y con 64 mM de 

K!HP04 (condición de alto fosfato), otros 400 ~I fueron inoculados a 120 mi del medio 

TG más suplementos y sin fosfatos. La kanamicina a 25 pg/ml fue adicionada cuando 

M. smegmalicas fue transformada con el plásmido control y con los plásmidos que 

contienen las fusiones traduccionales. Se tomaron 10 mI de cada cultivo, a las O, 24. 48. 72 

Y 96 horas de crecimiento. Cada cultivo bacteriano se repitió tres veces. 

10.- Medición de las actividades enzimáticas. 

Ensayos enzimaticos: Para la cuantificación de proteínas, los ensayos enzimáticos 

y la lectura de la D.O. a 600nm, se utilizaron 800 ~I de cultivo provenientes de los 10 mi 

tomados a los diferentes tiempos de cada uno de los cultivos en la condición de alto y bajo 

fosfato. Se hicieron tres experimentos por cada cultivo. 

Para la cuantificación de la p-galactosidasa. a los 800 pi de cultivo se les 

adicionaron 200 ~l de amortiguador Z (60 mM Na2HPO..¡. 40 mM de Nal·bP04• 10 mM 

KCl, I mM de MgSO..¡. 50 mM de p-mercaptoetanol ajustado a pH 7). Posteriormente se 

agregaron dos gotas de clorofonno y una de SDS al 0.01%, la muestra se agitó 

vigorosamente por 30 segundos. y despucs se le adicionaron 200 ~I de o-NitrofeniH~-D­

galactósido a 4 mg/ml (Rcscarch Organics. Inc.), disuelto en amortiguador Z. Las muestras 

se incubaron a 28 oC. hasta observar el cambio de color de blanco a amarillo. La reacción 

fue parada en hielo y los tubos fueron centrifugados a 14 k rpm por 5 minutos a 4 (lC y la 

lectura a 00"¡10 fue determinada del sobrcnadantc. Las unidades de p-galactosidasa fueron 
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calculadas de acuerdo a lo establecido por Millcr. (1972) usando la siguiente fórmula: 1000 

x DOnoltiempo (minutos) x 0.8 x 00600. 

La actividad de la fosfatasa alcalina se determinó como sigue: a 800 ~tI de cultivo. 

se les adicionó 200 III de amortiguador de Tris-Hel 1 M pH 8. Después se agregaron dos 

gotas de cloroformo y una gota de SDS al 0.01%, las muestras se agitaron vigorosamente 

por 30 segundos y posteriormente se les adicionaron 200 III de 4 nitrofenilfosfato a 2 rnglml 

(Boehringcr Mannhein Gcrmany) solubilizado en Tris-Hel 1 M pI-! 8. Las muestras se 

incubaron a 37 oC, hasta obtener un color amarillo. La reacción fue parada agregando a 

cada tubo 200 fll de Na2HP04 0.5 M. posteriormente los tubos de reacción fueron 

centrifugados a 14 k rpm por 5 minutos a 4{)C y la lectura a D0420 fue determinada del 

sobrcnadante. Las unidades de fosfatasa alcalina fueron calculadas de acuerdo a lo 

establecido por Brickman y Beckwith. (1975) empleando la siguiente fórmula: 1000 x DO 

4201tiempo (minutos) x 0.8 x D0600 . 

11.- Extractos bacterianos. 

Las proteínas del filtrado del cultivo de M tuberculosis H37Rv crecido en el medio 

Proskauer y Beck modificado por Youmans (PB Y) por 4 y 5 semanas fueron obtenidas 

como lo describió Espitia el al., (1989). Las proteínas del filtrado del cultivo de la cepa de 

M. smexmafis transformada con el plásmido pJT19971 crecida en 7H9/glucosa 2% y 

kanamicina (25 ~Ig/ml) en agitación a 37 oC, fueron obtenidas por centrifugación del 

medio y precipitación del mismo con el 73 % de (NH4hS04. Las proteínas obtenidas fueron 

dializadas con agua bidestilada. El filtrado de cultivo enriquecido de las proteínas PstS-l 
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nativa y recombinante fueron obtenidas después del tratamiento ((\11 ácido-alcohol como lo 

describió Espitia el al., (1989). 

12.- Wcstern blot. 

La separación electrororetica de las proteínas en geles {k poliacridamida-SDS y la 

inmunodetección de las mismas fueron llevadas a cabo de acuerdo a los protocolos 

descritos por Laemli. (1970) y Towbin el al., (1979), respectivamente. Los cultivos de Al. 

smegmalis transfonnada con cada una de las diferentes construcciones y con la misma 

0.0.600, fueron centrifugadas y la pastilla bacteriana de cada culti\'o fue resuspendida en 

amortiguador de electroforesis, al igual que 5 J..lg de las proteín:,s del filtrado de cultivo 

enriquecido en la PstS-1 de M. tuberculosis y de M. smegmalis transfonnada. Todas las 

muestras fueron hervidas por 5 minutos y separadas en un SDS-PAGE al 12% con un gel 

separador del 5%. Las proteinas fueron posterionnente transli.:ridas a una membra de 

Nylon (Millipore CO., Bedford, MA) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente con 

concanavalina A-peroxidasa (Sigma Chemical ca., St Louis. MO) o con una dilución de 

1/1000 del anticuerpo monaclonal anti-PstS-l diluido en PBS al Ix (13.7 mM NaCI, 0.27 

mM KCI, 0.43 mM Na,HPO,.7H,O y 0.14 mM KH,PO, pH 7.41 con 3 % de BSA-Tween 

20 al 0.3 % (v/v). Después, las membranas se lavaron con PBS-Tween 20. La membrana 

con el anticuerpo se incubó con la proteína A conjugada con pcroxidasa. La actividad de la 

peroxidasa fue revelada adicionando 50 rng de Cloruro de ,,3-diaminobenzidina-HCI 

disuelto en 25 mi de PBS-Twcen 20. añadiendo al final a esta solución 25 mi de peróxido 

de hidrógeno al 30 %. 
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13.- Separación de las proteínas por clectroforesis de Doble Dimensión. 

La elcctroforesis en doble dimensión se llevó a cabo como se describe a 

continuación. A 10 ~tg de la fracción enriquecida de los filtrados del cultivo de A1. 

tuberculosis y M smegmatis lransfomlada con pJT 19971, se les adicionó 9 M de urca más 

amortiguador de lisis. éste contcnia urca y el detergente Nonidet-P40 (O' Farrcl el al .. 

1975). Para la primera dimensión las muestras fueron separadas por su punto isocléctrico en 

capilares que contenían geles con 4 % de anfolitos con un intervalo de pH de 3.5 a 5 

(Pharmacia Biotech. Herts. United Kingdom) previamente precorridos con 5 ~I del 

amortiguador de la muestra por 10 minutos a 200, 500 Y 400 volts al finalizar los 30 

minutos de precorrida el amperaje casi fue de cero, después se separaron en PAGE-SDS 

(segunda dimensión). Posterionnente las proteínas fueron transferidas a membranas de 

Nylon y los antígenos fueron incubados con una dilución 1/2000 del anticuerpo monoclonal 

T871 y revelados con un anticuerpo anti-ratón conjugado con peroxidasa como se describió 

previamente. 

14.- Otros reactivos. 

Las endonucleasas de restricción, T4 DNA polimerasa, Taq ONA polimerasa. 

estuche de marcaje para AON por digoxigenina, lizosima, proteinasa K, SOS, CT AB, 

antibióticos (kanamicina, ampicilina. estreptomicina y c1oranfenicol) fueron obtenidos de 

Roche. 

La membrana de nitrocelulosa para el Southem blot y los nucleótidos marcados 

radioactivarnente a-[32J-dATP. y-[33J-dATP fueron obtenidos de Amersham Phannacia 

Biotech UK LId. 
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VII.- RESULTADOS. 

I. M Análisis del gen psrS-J en el género Mycobaclerillm. 

Debido al lento crecimiento y al nivel de bioseguridad que se requiere para 

manipular a el M. lUberculosis, se evaluaron otras micobacterias con el fin de 

eventualmente estudiar la expresión de algunos genes de este patógeno. Se empezó por 

determinar mediante la técnica de Southcm blot. la existencia del gen pSl.\'-J en las 

micobacterias no patógenas de rápido crecimiento y en las micobacterias potencialmente 

patógenas. El ADN cromosomal de nueve micobacterias (ver materiales y métodos) fue 

digerido con la enzima PvuIl y los fragmentos separados por electroforesis en geles de 

agarosa al 1% y posteriormente transferidos a una membrana de nitrocelulosa. La 

hibridación se llevó a cabo a 42 oC con 50% de fonnamida, utilizando como detector el gen 

pstS-l de M. tuberculosis (figura 14, parte b). Unicamente las cepas de M bovis BCO. M. 

tuherculosis H37Rv y M tuberculosis H37Ra fueron positivas (figura 11, carril 4, 5 y 10). 

Cuando la hibridación se llevó a cabo sin fonnamida a 42 oC. M intracel/ulare fue 

también positiva (dato no mostrado). 

2.- Expresión de la fosfatasa alcalina en M. smegmatis y M. vaccae. 

Considerando utilizar como sistema modelo a las micobacterias no patógenas y de 

rápido crecimiento como lvl.. smegmatis y M. vaccae, para estudiar algunos genes 

involucrados en el metabolismo y en la regulación de fosfato de M. tuberculosis. evaluamos 

la cinética de crecimiento de ambas bacterias en el medio TG. Este medio nos permitió 

controlar las concentraciones de fosfato. El crecimiento de las micobacterias en este medio 

fue similar al crecimiento en el medio 7H9. La actividad de la fosfatasa alcalina 
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Figura 11.- Southem blot. El ADN cromosomal de 9 micobacterias y de los plásmidos 

pAT96 y pAT97, fueron digeridos con Pvul/ y separados en un gel de agarosa al 1%. 1.­

plásmidos pAT96; 2.- pAT97; 3.- M vaccae; 4.- M tuberculosis H37Ra; 5.- M 

tuberculosis H37Rv; 6.- M smegmatis; 7.- M phlei; 8.- M kansassi; 9.- M intracellulare; 

10.- M hovis BeO; 11.- M avium. Se utilizó como detector el gen pstS-1 de M 

tuberculosis, contenido en un fragmento de PvuII de 2.1 kb 
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únicamente se detectó cuando las micobacterias crecieron en el medio TG sin fosfato 

(figura 11, parte c). No se dctectó ninguna actividad al crccerlas con 64 mM de fosfato o al 

crcccrlas en el medio 71-19. Estos resultados muestran ljue ambas bacterias son 

potencialmente útiles para estudiar la expresión de los genes dc Al tllberclIlosis regulados 

por fosfatos. 

3.- Expresión de la proteína PstS-1 de M. tuberculosis en E.coli. 

Con el objetivo de definir si la cxpresión dc la proteinu dc 36 kDa (PstS-I) de M. 

tuberculosis expresada por el bacteriófogo AAA59. el plásmido pAA26 y el bacteriófago 

AAA60 era debido al reconocimiento de una supuesta región promotora identificada por 

Dale y Patky (1990) localizada entre los 150 pb arriba del codón de inicio del gen pSIS-1 

por el activador transcripcional PhoB de E. eoli o si la expresión de esta proteína fue 

producto de una fusión transcripcional o traduccional generada entre la región reguladora o 

el gen estructural laeZ de E. coli con el gen pS1S-I. se eliminó con la endonucJeasa SacJ un 

fragmento de 4.5 kb del plásmido pAA26. que contenía parte del bacteriófago Agt 11. el 

promotor y parte de la región reguladora del gen lacZ. generándose el plásmido pA T96 

(figura 2). Por otra parte; para analií'..ar si la región reguladora del gen psrS-1 esfaba más 

allá de los 150 pb arriba del codón de inicio del gen psrS-l, se subclonó un fragmento de 4 

kb del bacteriófago AAA60, en el que se localizan aproximadamcnte 650 pb arriba del 

codón dc inicio del gen pS1S-I, creándose el plásmido pAT97 (figura 3). El plásmido 

pAT97 contiene con respecto al codón de paro del gen psrS-J. tina región de 1.3 kb en 

dirección 3' a diferencia con los plásmidos pAA26 y pA T96. los cuales contienen 720 pb 

con respecto al codón dc paro del gen pSIS-1. Las diferencias en la región J'de cstos 
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plásmidos no se consideraron que influyeran para los estudios de expresión de la proteína 

de 160 kDa y 36 kDa, porque Andersen y Hansen (1989), reali7.aron eliminaciones en 

dirección 3'al gen pslS-1 con la cxonucleasa Bal31 en el plásmido pAA26 y no observaron 

algun efecto en la expresión de la proteína de 160 kDa y en la de 36 kDa (PstS-l) 

expresadas por este plásmido, Estos resultados preliminaries les permitieron a estos autores 

sugerir que la proteína de 160 kDa expresada fue el producto de una fusión traduccional 

entre el gen estructural lacZ de E. coN y el gen pSIS-l y la expresión de la proteína de 36 

kDa. fue probablemente debida a que la proteína PhoB de E. coN reconoció algún promotor 

localizado entre los 650 pb arriba del genpslS-1 de M. tuberculosis. 

Así para reafirmar o descartar estas hipotesis. los plásrnidos pA T96, pAA26, pAT97 

Y pBR322 fueron utilizados para transformar independientemente a las cepas de E. coN 

CEI248 y CE1224 (ver tabla 1), la primera expresa constitutivamente el regulón de fosfato 

debido a una mutación en el gen sensor phoR. La segunda a pesar de tener eliminado el gen 

que codifica para la porina PhoE. regula de manera silvestre el regulón de fosfato. Las 

bacterias transfonnadas fueron crecidas individualmente en el medio TG con y sin fosfato. 

Posterionnente se analizó el perfil de proteínas utilizando un anticuerpo policlonal anti-

PstS-1. 

Por inmunoblot se detectó en la transforrnante CE 1 248/pAA26 la expresión 

constitutiva de una proteína de 160 KDa y otra de 36 KDa (PstS-I) tanto en alta y baja 

concentración de fosfato (datos no mostrados). En la transfonnante CE1248/pAT96 (el 

plásmido pA T96 se originó al eliminar la región promotora y parte del gen estructural lacZ 

del plásmido pAA26), no fue detectada la expresión de alguna de las proteínas citadas 

(dalos no mostrados). En la transfomlanle CE 1248/pAT97 (esle plásmido contiene 650 pb 

anles del codón de inicio del gen pSIS-I), no fue detectada la proteína de 160 kDa y la de 
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36 kDa, tampoco fueron detectadas estas proteínas en la cepa CE 1248 transformada con el 

vector pBR322. 

Los resultados antes descritos también fueron observados en la cepa de E. coN 

CEI224, la cual contiene eliminado el gen que codifica para la proteína de membrana 

externa PhoE, pero regula la entrada de fosfato de igual manera que una cepa de E. coli 

silvestre. La transformante CE1224/pAA26, expresó constitutivamente la proteína de 160 

kDa y la proteína PstS-1, independientemente de la concentración de fosfato (figura 12, 

carril 3 y 8). En la transformantc CEI224/pAT96, CEI224/pAT97 y CEI224/pBR322, no 

se observó la expresión de alguna de las proteínas en condiciones de alto y bajo fosfato 

(figura 12). Estos resultados sugirieron que entre los 150 pb Y 650 pb hacia arriba del 

codón de inicio del gen pstS-1 no hubo alguna región consenso que fuera reconocida por la 

proteína activadora PhoB de E. eoli. Posteriormente se determino que la secuencia 5' arriba 

del gen pstS-J codifica para una proteína homóloga a la proteína PstB de E. coli. Estos 

resultados pennitieron suponer que la expresión de la proteína de 160 kDa fue 

probablemente inducida por el promotor del gen ¡(fcZ y fue el producto de la fusión entre el 

gen estructural lacZ con un frente de lectura abierto generado con la secuencia del gen 

pstB de M tuberculosis que se continuó hasta el gen pS1S-J y la proteína de 36 kDa (PstS-

1) expresada posiblemente fue liberada de la proteína de 160 kDa por la acción de alguna 

peptidasa de E. coN que reconoció el péptido señal de la proteina PstS-1 de M. tuberculosis. 

generándose la fom13 madura de 36 kDa. 
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Figura 12.- Inrnunodetección de la proteína PstS-l de M tuberculosis con el anticuerpo 

policlonal anti PstS-1 en el extracto protéico total (11) y filtrado de cultivo de M 

tuberculosis H37Rv (12). En el extracto total de la cepa de E coli CEI224 (5 y 10) Y 

transformada con el plásmido pA T97 (1 Y 6); pA T96 (2 Y 7 ); pAA26 (3 Y 8); pBR322 (4 Y 

9). Los extractos protéicos de los carriles 1-5 fueron obtenidos de la cepa CEI224 crecida 

con concentraciones altas de fosfato y los extractos protéicos de los carriles 6-10 fueron 

obtenidos al crecer la cepa en escasez de fosfato. 
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4.- Secuencia nucleotídica de las 650 pb arriba del codón de inicio del gen pstS-J de M. 

tuberculosis. 

Con e! objelivo de analizar los 650 pb arriba del codón de inicio del gen pSI.\'·1 de 

M luberculosis. el fragmento de DNA conteniendo esta región fue subclonado y 

secuenciado en el plásmido pAT95 1 (figura 3). Al compararse estas 650 pb con el gen facZ 

y los genes de! operón psi de E. coli, se determinó que 350 pb codificaban para la región 

carboxilo del gen laeZ y los restantes 307 codifican para la región carboxilo terminal de 

una proteína con homología del 60% con el gen pstB de E. eolio Braibant el al.. (19963), 

Braibant el al., (1996b), Peirs el al., (19997) identificaron varios genes de M. tuberculosis 

que contenían homología con los genes del operón psI de E. coN (PSIS. pSIA y pS(() 

También reportaron una secuencia nucleotídica que mostró una identidad del 60% con el 

gen pslB de E. coli. Al comparar esta última secuencia de M. tuberculosis con las 307 pb 

que previamente habiamos secuenciado de la región arriba del gen pstS·¡, se observó una 

identidad del 100 % entre ambas secuencias (dato no mostrado). 

5.- Estudios de complcmcntación para analizar si la proteína PhoB de E. coli 

reconoce alguna región promotora dellocus pst de M. tuberculosis. 

Con los resultados anteriores se observó que probablemente la proteína de 160 kOa 

es producto de la fusión traduccional entre los genes lacZpstBpstS-l siendo esta activada 

por el sistema regulador del gen lacZ de E. coli. Además, los resultados sugirieron que el 

péptido señal de la proteína PstS-1 de AJ tuhen.;ulosis fue reconocido y procesado por 

alguna peptidasa del sistema de secreción de E. coli. Sin embargo. con eS{Qs resultados aún 

no se determinaba. si el sistema regulador de fosfato de E. coli reconocía () no algunos 

promotores de los genes que regulan el metabolismo de fosfato en M. luhermlosis. Con el 
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fin de aclarar este punto se diseñaron los t:xpt:rimentos de complementación. esperando 

que sí el sistema regulador por fosfatos de E coli reconocía los promotores de M. 

IUherculosis. sería posible complementar vanas mutantes en los genes del regulón de 

fosfatos de E. coli y mediante esta metodología podrían aislarse eventualmente algunos 

genes de M. tuherculosis involucrados en el metabolismo de fosfato. Para este propósito se 

construyó una genoteca de M. tuberculosis en el cósmido pYUB328 (ver materiales y 

métodos). 

Con el banco de los cósmidos rccombinantcs de la genoteca pJT4COS construida en 

este trabajo, se electroporaron diferentes mutantes en el sistema de regulación de fosfato de 

E. coli, en ningún caso se observó complememación o reversión del fenotipo de estas 

mutantes. Estos resultados sugirieron que el sistema regulador de fosfato (PhoB) de E. coli 

no reconoce los promotores de M. tuberculosis (datos no mostrados). 

6.- Análisis de las fusiones traduccionales. 

Con el objetivo de estudiar el efecto de la concentración de fosfato en la expresión 

de las proteínas codificadas por los genes del loclIs pSI (pstB, pstS-I, pstCI y pstA2) de A1. 

tuberculosis. se construyeron varias fusiones traduccionales de este locus con el gen 

estructural/acZ de E. eoli. 

Usando como detector homólogo el fragmento de 2.1 kb (figura 14, parte b), que 

contiene 104 pb del gen pSIB. el gen pSI5,'-1 y 858 pb del gen pslC, se identificaron en la 

genotcca pJT4COS de M. wberculosis. 23 cósmidos recombinantes que contenían los 

genes que conforman el locus pSI (psIB. pSI.\'-I. pSIC-J. pstA-2). El patrón de restricción 

generado con cada uno de estos cósmidos mostró que éstos poseian un fragmento de 
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aproximadamente 30 a 45 kb. Para realizar las fusiones traduccionales se seleccionó el 

cósmido recombinarte pJT46COS, el cual contenía aproximadamente 40 kb del gcnoma 

de M. luherculosis. Los genes que conforman el loclls pSI se localizan en la pane central de 

este fragmento. 

Las diferentes fusiones traduccionales pSI-laeZ fueron construidas como se 

describió en materiales y métodos y cada una de éstas fue electroporada 

independientemente en la cepa de alta eficiencia de transformación de Al smegmalis 

mc' 155. 

La cepa de M. smegmalis mc2 155 se utilizó porque ésta es una bacteria del género 

Mycobacleria, es de rápido crecimiento, no es patógena y además no tiene actividad de p­

galactosidasa y no contiene el gen pslS-1 (figura 11, carril 3 y 6) Y tampoco expresa su 

producto protéico, el cual no fue inmunodetectado con el suero policlonal dirigido en contra 

de la proteína PstS-l (figura 13. carril 2 y 4). Iniciándose con esta alternativa de expresión. 

la caracterización molecular del locus pst de M. tuherculosis. en M. smegmalis. Sin 

embargo, no podernos descartar de antemano las posibles diferencias en la regulación del 

fosfato entre ambas micobacterias. 

La actividad de la fosfatasa alcalina se detectó en todas las kl. smegmalis 

transformantes y M. smegmalis sin tranfonnar crecidas sin fosfato, pero la actividad 

disminuyó considerablemente en las bacterias crecidas con 64 mM de K¡'hPO~ (figura 14. 

parte c). Con respecto a la expresión de la ~-galactosidasa, se detectó mayor actividad en 

las transformantes M. smegmalis/pJTI9971 y M. smegmalis/pJTI9974 crecidas sin fosfato 

(figura 14. parte c). Al eliminar las 918 pb arriba del codón de inicio del genpslB y 402 

pb del gen estructural (pJTI9972). la actividad de p-galactosidasa se redujó a la mitad 
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Figura 13.- [nmunodetección de la proteína PstS-1 de M. tuberculosis con el anticuerpo 

policlonal anti PstS-1 en el extracto protéico total (5) y filtrado de cultivo de M. 

tuberculosis H37Rv (6), en el extracto total de M. vaccae (1 y 3) Y de M. smegmatis (2 y 

4). Los extractos protéicos de las carriles I y 2 fueron obtenidos al crecer las micobacterias 

con concentraciones altas de fosfato y los extractos protéicos de los carriles 3 y 4 fueron 

obtenidos al crecerlas en escasez de fosfato. 
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comparada con la actividad obtenida con la transformante pJTI9971. Sin embargo, al 

eliminar las 918 pb arriba del codón de inicio de pslB, pSIB. PSI,)'-! y parte de pSIC-! 

(pJTI9973), la actividad de la r~-galactosidasa se redujo considerablemente, también 

disminuyó drásticamente la actividad de p-galactosidasa al eliminar 733 pb de los 918 pb 

arriba del codón de inicio del gen pslB (pJTI9975). La actividad dl: r~-galactosidasa 

disminuyó considerablemente en las transforman tes crecidas con fosfato. exceptuando en 

la transformante M. smegmalis/pJTl9974, en la cual se detectó mayor actividad. En la 

transformante M. sme}~matis/pJTI9976 disminuyó drásticamente la actividad de B­

galactosidasa en baja y alta concentración de fosfato. probablemente esta disminución en la 

actividad fue debido a que la región del gen pSIC-I de M. tuberculosis que se fusionó con 

el gen !aeZ se localizó extracitoplasmáticamente. lugar donde la p-galactosidasa no es 

activa. 

Mediante estas fusiones traduccionales, se observó que los genes que codifican para 

las proteinas PstB, PstS-1 PstC-1 y PstA-2 respectivamente (pJT19971 y pJTI9972, son 

activados por la concentración de fosfato, además se identificó y delimitó indirectamente 

con estas fusiones traduccionales, una probable región promotora arriba del codón de inicio 

del gen pSIB (pJT19974 y pJTI9975), Y otra probable región promotora entre los 426 pb 

arriba del codón de inicio del gen pSIS'-! (pJTI9972). la cual tamhién es activada por la 

concentración de fosfato. 

7.- Expresión de la proteína recombinante PstS-l de M. tuberculosis en M. smegmatis. 

La proteína PstS-1 de Al IlIhercu!osis fue inmunodetcctada con el anticuerpo 

monoclonal TB71 anti-PstS-1 en extractos protéicos de las transformantes de M. 
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smegmalisl pJT19971 Y M. smegmalislpJT19972, crecidas con y sin fosfato (figura 15, 

carril lA). Estos resultados también pennitieron sugerir que además de la región promotora 

idcntilicada arriha del codón de inicio del gen pslR existe otra probable región promotora 

localizada arriba del codón de inicio del gen psr5;-J. Resultados similares también fueron 

observados con la transformante de M. smegmoris/pJTl9976. El plásmido pJTI9976 

contiene 104 pb del gen pSlB. todo el genpsrS-J y 858 pb del genpsrC-J. La región del 

gen pstC-1 fusionada en fase con el gen JaeZ de E. coli, codifica para una región de la 

proteína PstC-I probablemente localizada extracitoplasmáticamente. lugar donde la ~­

galaclosidasa no es activa. Para predecir la orientación de esta región en la membrana 

cito plasmática se utilizó el programa TMPred (disponible en 

httpl/www.ch.embnet.orglsoftwererrMPred). No obstante que con esta construcción no se 

detecto actividad de la p-galactosidasa en condiciones de crecimiento con y sin fosfato. si 

fue posible inmunodetectar la proteína recombinante PstS-1 (resultados no mostrados). 

8.- Características de la proteína PstS-l de M. luberculosil· expresada en 

M. smegmalis. 

Observamos que esta proteína rccombinante es secretada al medio de cultivo y se 

une a ConA (figura 16, parte b), al igual que la proteína nativa de M tuberculosis como lo 

observo Espitia el al., (1989b). Además en geles de doble dimensión la proteina nativa 

como la recombinante, presentaron tres puntos isoeléctricos (figura 16. parte a). Finalmente 

observamos la misma intensidad de reacción de ambas proteínas con sueros de paciemes 

con tuberculosis pulmonar (resultados no mostrados). 
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Figura 15.- Inmunodetección de la proteína PstS-1 con el anticuerpo 

poticlonal anti PstS-l en el extracto protéico total de M smegmalis 

(6) Y M. smegmatis transformada con el plásmido pJTl9971 (1 Y 2); 

pJT19972 (3 Y 4); pJTI9973 (5). Los extractos protéicos de las 

carriles 1 Y 3 fueron obtenidos al crecer M smegmatis con 

concentraciones altas de fosfato y los extractos protéicos de los 

carriles 2, 4, 5 Y 6 fueron obtenidos al crecerla en escasez de 

fosfato. 
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Figura 16.- En la parte (a) se muestra la inmunodetección de la proteína PstS-l con el 

anticuerpo polic1onal anti PstS-1 en una electroforesis de doble dimensión de la proteína 

nativa de M tuberculosis H37Rv (1) y de la proteína recombinante PstS-1 de M 

tuberculosis expresada en M smegmalis (2). En la parte (b) se muestra la detección por 

inmuno-blOl de la unión de la concanavalina A con la proteína PstS-1 de una fracción 

enriquecida del filtrado de cultivo de M tuberculosis (carril 1) y de una fracción 

enriquecida del filtrado de cultivo de M smegmatis trasformada con el plásmido pJTl9971. 
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VIII.- DISCUSION. 

En el presente trabajo se estudió la expresión de los genes que codifican para las 

proteínas que probablemente están involucradas en el transporte de fosfatos de M 

tuberculosis en M. smegmatis, en condiciones de crecimiento con fosfato y/o deprivación 

del mismo. 

El estudio del metabolismo de fosfatos en E. coli y otras bacterias ha sido abordado 

principalmente mediante la utilización de mutantes en los genes de interés. La observación 

de que mutantes de E. coli en los genes que codifican para el activador transcripcional 

PhoB y la fosfatasa alcalina. fueron complementadas con los genes phoB y phoA de 

Pseudomona aeruginosa (esta bacteria poseé una proporción de guanina y citocinas en su 

genoma similar a la de M. tuberculosis), nos dió la pauta para utilizar esta estrategia con 

M. tuberculosis a fin de identificar los genes de la bacteria involucrados en el metabolismo. 

de fosfato, (Filloux el al 1988; Anba el al., 1990; Col e el al., 1998; Stover el al., 2000). 

Sin embargo, en ningún caso fue posible complementar las mutantes de E. coli en los genes 

phoE. phoA, phoB-phoR pSISCAB-phoU con el banco genómico de M luberculosis 

(pJT4COS). Los resultados sugieren que la RNA polimerasa y el activador transcripcional 

PhoB de E. coli no reconoce los promotores de los genes involucrados en la asimilación de 

fosfato de M. tuberculosis. Se ha observado que algunos genes de M tuberculosis pueden 

complementar mutantes de E. coli solo a través de fusiones transcripcionales entre la 

regiones promotora de E. coN y el gen estructural de M tuberculosis (Garbe el al., 1990; 

Andersen y Hansen el al., 1993). Respecto a la expresión de la proteína PstS-l (36 kDa) 

de M. tuberculosis en E. coN es posible que esta proteína haya sido el producto de una 
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fusión traduccional con lacZ y que alguna peptidasa de esta bacteria haya reconocido el 

péptido señal de la proteína PstS-l de M tuberculosis. 

El uso de bacterias no patógenas que sustituyan a las patógenas en el estudio de 

regulación y expresión de genes es una herramienta muy importante y de gran significancia, 

especialmente cuando se trata de patógenos de crecimiento lento como M. wherculosis 

(tiempo de generación aproximádarncntc de 20 horas), el cual además requiere para su 

manipulación de un laboratorio de alta seguridad (nivel 3). Dentro del género 

Mycobaclerium existen miembros no patógenos de crecimiento rápido como M. vaccae y 

M smegmatis (tiempo de generación 2 horas), que han demostrado ser una alternativa para 

la expresión de genes de M tuberculosis, así como en la caracterización molecular de 

algunos sistemas genéticos (Garbe el al., 1993; Harth el al., 1997). En el presente trabajo se 

utilizó a M. smegmatis como bacteria modelo para estudiar los genes que participan en la 

captación y transporte de fosfato en M. tuberculosis. A diferencia de E. coli, la cepa de M 

smegmatis mc2 155 de alta frecuencia de transformación nos permitió caracterizar los genes 

del locus pst de M tuberculosis (pstB. psIS-I. psIC-I, pstA-2). Se eligió M smegmalis 

rnc2155 debido a que esta bacteria no tiene actividad de p-galactosidasa y posiblemente no 

contiene los genes análogos al locus pst de M. tuberculosis, además se observó en este 

trabajo que la expresión de la fosfatasa alcalina en M. smegmQtis es activada o reprimida 

por la concentración de fosfato en el medio de cultivo; resultados similares fueron 

reportados previamente por David, (1977). En M. tuherculosis Casal y Linares, (1984), 

detectaron actividad de esta enzima, sin embargo no se ha encontrado alguna secuencia 

análoga al gen phoA de E. coli en el genoma de M. tuberculosis (Cole el al., 1988). 
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Con los resultado de las fusiones traduccionales se observó un incremento en la 

expresión de la actividad de la p-galactosidasa en escasez de fosfato en M smegmatis 

transfonnada con el plásmido, pJT19971, pJTl9972 Y pJT19974. Con las construcciones 

pJT19974 y pJTl9975 se delimitó una probable región promotora localizada hacia arriba 

del codón de inicio del gen pstB. También se identificó otra probable región promotora 

arriba del codón de inicio del gen pstS-l, con la construcción pJT 19972, en la cual se 

eliminaron 918 b arriba del codón de inicio del gen pslB y 402 b del gen estructural. En 

contraste, la actividad de p-galactosidasa disminuyó considerablemente cuando se 

eliminaron ambas regiones promotoras arriba de los genes pstB y pS1S-J, respectivamente 

(pJTl9975 y pJTl9973). El análisis de la estructura secundaria de las proteína PstC y PstA 

de E. coli así como de las proteínas PstC-l y PstA-2 de M tuberculosis revela que· 

posiblemente tienen de 5 a 6 hélices transmembranales. En la transfonnante M 

smegmatis/pJT19976 no se observó un incremento en la expresión de la p-galactosidasa en 

escasez y alta concentración de fosfato, una explicación probable a este resultado es que la 

parte del pstC-J que se fusionó con el gen JacZ codifica para una región de la proteína 

PstC-I queda expuesta hipotéticamente hacia el periplasma, lugar donde la p-galactosidasa 

no es activa. La detección de la proteína PstS-1 de M tuberculosis en los extractos 

protéicos y filtrados de cultivo de la transfonnante M smegmalis/pJTl996 es debida 

probablemente a la existencia de alguna región promotora entre las 426 b antes del codón 

de inicio del gen pSIS-J y su activación depende de un sistema regulador de fosfatos de M 

smegmalis. 

El análisis de la actividad de la p-galactosidasa de las fusiones traduccionales de los 

genes que integran el locus p.\·t de ¡\1. tuberculosis con el gen estructural lacZ de E. coli, en 
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M smegmalis transformada con cada una de éstas y crecida en un medio en escasez de 

fosfato y otro con alta concentración de fosfato, permitió sugerir que la expresión de las 

proteínas codificadas por los genes pSIB, psrS-l, pstC-1 y pSIA-2, es regulada por la 

concentración de fosfato, incrementando su expresión en escasez de fosfato y 

disminuyendo su expresión con alto fosfato. Además, con estas construcciones se identificó 

indirectamente una región promotora arriba del codón de inicio del gen pSIB y otra entre las 

426 pb arriba del codón de inicio del gen pstS-l. Ambas regiones promotoras son activadas 

por la concentración de fosfato en el medio de cultivo. 

Dale y Patky, (1990) previamente reportaron la presencia de una región consenso 

(caja de fosfatos) arriba del codón de inicio del gen pstS-l de M. tuberculosis similar a la 

caja de fosfatos de E. coli. Analizando la secuencia de la probable región promotora 

localizada arriba del codón de inicio del gen pS1B, se identificó también una probable caja 

de fusfatos. La identificación de la región -10 del gen pSIB se hizo por comparación de la 

secuencia nucleotídica arriba del codón de inicio de este gen con las regiones -10 que 

previamente describieron Bashyam el al., (1996) (tabla 2). Los genes del locus pSI de M. 

tuberculosis codifican para proteínas homólogas a las del opcrónpst de E. coli. Una de las 

diferencias notables con el operón pSI de E. coli, es el orden de los genes, además de la 

ausencia del gen phoU en ellocus psI de M. tuberculosis. Se ha demostrado que la proteína 

PhoU regula negativamente el regulón de fosfatos en E. coli. Aún se desconoce como se 

lleva a caho esta regulación negativa, no se ha establecido si se debe a la interacción 

molecular de la proteína PhoU con la proteína activadora transcripcional PhoB o con la 

proteína sensora PhoR. Sin embargo, en el genoma de M tuberculosis se han identificado 

dos proteínas, PhoYI [Rv330Ic] y PhoY2 [Rv082Ic] con homología a la proteína I'hoU. 
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Gene Ceja d. fosfetoll OistlUlcia Caja do fOil fatos OiataDcia Reqión _10 Distancia Shine Distancia e0<!6. 

do. n1mlel'o do =0 númel'o de n11mel'o do Dalqarno nünwl'o d. do inicio 

ballOS bases ballell basos do la tl'actucci6n 

'c pboA ~A'l'AMG'l'TC~ 10 TATAGT 3J GGAG , b <>rO 

Ec pboS TTTTC1r.TAAATC~T 10 CATMT " "'" b ATO .. pboZ CTGTMTATATCTTTAAC 10 TAAAAA " AGGA b ATO 

Ec patS CTGTCAT~TG~T !:_'I'T~ATAT~'rG'l'CAC 10 'l'A'I'T'I'T " AGGAG b ATO 

"' p.9tS-1 ~GOOGGAS GTeA " ~ 10 GAAAGG pb GTO 

"' plltB !:!C!SGAGGGGGTC~TOO '" GAAATe .. AAGG 21 pb ATG 

Tabl ... 2 -' Cornpar ... ci6n de lall probablos cajllll de follfllt08 de 10$ gen"". plltB y pllt5-1 de H. tuben:u1osill (gt) con 1llSl ClljaS de fosfato de 1011 'lenea 

involucrados en el metabolismo do fosfato d. JI. 0011 (EC). 



Igualmente, se han identificado otras proteinas reguladoras, PhoRlPhoP [Rv0758/Rv0757j 

con homología a proteínas involucradas en la regulación de fosfato de B. subtilis (Cole el 

al., 1998). 

Otras proteínas homólogas a la PstS-L P5tS-2 y PstS-3 han sido descritas en M. 

tuberculosis (Lefevre el al., 1997). Los genes que codifican para estas proteínas 

probablemente son transcritos en operoncs y se locali7..an arriba del locus psI caracterizado 

en este trabajo. El gen que codifica para la proteína PstS-J es posiblemente el primer gen 

del transcrito, seguido por los genes pSIC-2 y pS1A-J. El gen que codifica para la proteína 

PstS-2 es probablemente también el primer gen del transcrito seguido por el gen que 

codifica para una proteína cinasa de serina-treonina (Mbk o PknD). La duplicación de los 

genes PstS también ha sido reportada en M. intracellulare y en M leprae (Thangaraj et 

al., 1996; Cole el al., 2001). 

La caracterización molecular del gen que codifica para la proteína PstS-l de M 

tuberculosis en M. smegmatis nos permitió reafinnar el uso potencial de esta bacteria en el 

estudio de algunos genes involucrados en el metabolismo del fosfato. Por otro lado, 

observamos una reacción con los sueros de los pacientes con tuberculosis pulmonar similar 

entre la proteína nativa y la proteína recombinantc. Además, la proteína recombinate fuc 

glicosilada y secretada en el medio de cultivo, confirmando las resultados previamente 

observados con la proteína nativa por Espitia el at., (1989). El análisis del punto 

isoeléctrico entre ambas proteínas fue similar. 

El estudio de la regulación génica para el metabolismo de fosfatos en diferentes 

bacterias, ha permitido comparar diversos sistemas génicos y determinar variaciones entre 

éstos. Por ejemplo, en el grupo de las enterobacterias como Salmonella Iyphi y Salmonella 

Iyphimllrillm no se ha detectado expresión de la fosfatasa alcalina cuando éstas son 
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crecidas en condiciones limitantes de fosfato (Sehlesinger y Olsen 1968). Aparentemente 

el género Salmone/la no contiene el gen phoA. No se ha encontrado en el genoma de S 

fyphi alguna secuencia homóloga al gen phoA de E. coli, pero sí contiene los otros genes 

del regulón como phoBR, phoE, pslSCAB-phoU (Jiang el al., 1995). En Shige/lajlexneri se 

ha demostrado que la leucina en la posició~ 172 de la proteína transcripcional PhoB 

(arginina en E. coli), es la responsable de la ausencia de actividad de la fosfatasa alcalina y 

la ausencia de expresión de la porina PhoE; no obstante ambos genes han sido 

identificados en esta bacteria (Scholten et al., 1994). En la bacteria Grarn-positiva Bacillus 

subtilis, a diferencia de E. eoli, el sistema Pst solo participa en el transporte de fosfato 

pero no en la regulación génica negativa (Sun el al., 1996; Qi el al., 1997) . En 

Pseudomona aeruginosa recientemente se caracterizó el operón pSI y no se identificó el' 

gen homólogo pslS (Nikala el al., 1996) 

Recientemente, Peirs el al., (2000) observaron en dos cepas de M bovis virulentas 

y en cuatro M. bovis SGC, una adenina adicional en la posición 829 del frente de lectura 

abierto del gen que codifica para la proteína, Mbk (o PknD), ocasionando esta inserción la 

pérdida del frente de lectura abierto, resultando en la codificación de una proteína truncada 

de 30 KDa en lugar de una de 70 kDa. El gen que codifica para esta proteína es 

cotranscrito con el gen pSIS-2 en M tuberculosis. Por otra parte, Braibant y Content, (200 1) 

observaron que contrario a lo reportado en otros microorganismos, en M bovis BCG no se 

identificó alguna fosfatasa que fuera regulada por la concentración de fosfato en el medio 

de cultivo. En M leprae, se han encontrado cuatro probables genes pS1S, los cuales se 

localizan en diferentes posiciones en el genoma con respecto a )0 observado en M. 

IlIberculosis. La secuenciación del genoma M leprae ha sido concluida y se ha observado 

que la mayoría de los genes de esta bacteria son probablemente no funcionales 

64 



(pseudogenes). Dentro de este grupos de genes se encuentran los genes análogos al 

probable operón pSIS-J/psIC-2/psIA-1 y al probable operón psIS-2/mbk de M luberculosis 

(Cole el al., 200 1). 

El estudio de la expresión y regulación de los genes que participan en el 

metabolismo de fosfatos de M. tuberculosis es importante desde el punto de vista de la 

biología de la micobacteria así como en la participación de sus productos en la relación 

huésped-bacteria. 
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IX.- CONCLUSIONES. 

1 ).- El sistema regulador de fosfato (PhoB) de E. coli no reconoce algún promotor del locus 

psI de M. tuberculosis. 

2).- M. smegmatis y M. vaccae son potencialmente útiles para estudiar la regulación 

genética por fosfato en las micobacterias y posiblemente también permitiran caracterizar la 

expresión y regulación de los genes de M. tuberculosis regulados por fosfatos. 

3).- El análisis de la actividad de la p-galactosidasa de las fusiones traduccionalcs de los 

genes que integran el locus psI de M. tuberculosis con el gen estructural/aeZ de E. eoli, en 

M smegmatis transformada con cada una de éstas y crecida en un medio en escasez de 

fosfato y otro con alta concentración de fosfato, permitió sugerir que la expresión de las 

proteínas codificadas por los genes pstB, psrS-J, psrC-J y pstA-2, es regulada por la 

concentración de fosfato, incrementando su expresión en escasez de fosfato y 

disminuyendo su expresión con alto fosfato. Además, con estas construcciones se identificó 

indirectamente una región promotora arriba del codón de inicio del gen pstB y otra entre las 

426 b arriba del codón de inicio del gen psIS-I. Ambas regiones promotoras son activadas 

por la concentración de fosfato en el medio de cultivo. 
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x.- PERSPECTIVAS. 

El estudio de los mecanismos moleculares que utili7.a Mycobacterium tuberculosis 

para metabolizar el fosfato tiene dos perspectivas: la primera es estudiar la regulación 

molecular que lleva a cabo esta bacteria para asimilar el fosfato; la segunda es dilucidar los 

mecanismos mediante los cuales, M tuberculosis es capaz de sobrevivir en condiciones 

limitantes de fosfato y establecer la posible participación e interacción de las proteínas 

involucradas en la relación huésped-bacteria. 

Debido a su lento crecimiento y al alto nivel de bioseguridad que se requiere para 

manipular al bacilo de la tuberculosis, en el presente trabajo se evaluó el uso de 

micobacterias no patógenas y de rápido crecimiento como M smegmalis para estudiar la 

expresión de genes de M tuberculosis. Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que 

M smegmatis podría ser de gran utilidad para estudiar la regulación por fosfatos en las 

micobacterias, así como en la caracteri7...aración de la expresión y la regulación de algunos 

genes de M tuberculosis. 

La caracterización molecular del locus pSI de M. wberculos;s en M smegmalis a 

través de la cuantificación de la actividad de la p-galactosidasa, nos permitió establecer las 

condiciones de escasez y de alta concentración de fosfato en el medio de cultivo para 

iniciar el estudio de la regulación de fosfato por las mico bacterias. 

A través de la mutagenesis sitio dirigida de las dos probables regiones promotoras 

identificadas en elloeus pSI de M tuberculosis y mediante la generación de mutantes de M. 

smegmalis y de la eomplementación de éstas con un banco genómico de Al. smegmutis o M. 

tuberculosis, se podrá identificar. aislar y caracterizar los genes que codifican para las 
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proteínas involucradas en la regulación de fosfatos. Además la generación de fusiones 

transcripcionales o traduccionales de los otros genes pstS identificados en M. tuberculosis 

con un gen reportero, permitiran definir su participación en el metabolismo de fosfato. 

La secuenciación del genoma de M tuberculosis, M. bovis, M bovis BCG, M. 

leprae y M. smegmatis; las micro-agrupaciones genómicas en portaobjetos (microarrays); el 

análisis global de la expresión de proteínas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida a 

través del uso del sistema de doble dimensión (proteomics); la utilización de genes 

reporteros fluorescentes y los ensayos de invasión con diferentes lineas celulares abren la 

posibilidad de comprender de una forma integral las diferencias entre las mico bacterias. 
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The functionality of the putative Mycobacterium tuberculosis phosphate transport operon was 
studied by opercn-JaeZ promoterless fusions in Mycobacterium smegmatis. The expression of the 
operon genes was evaluated in transformed M. smegmatis growing in medium with low and high 
phosphate concentration. Although the gene fusions expressed p-galactosidase in medium with 
phosphate, a higher activity was detected in bacteria growing in medium with low phosphate. In 
contrast, alkaline phosphatase activity from M. smegmatis was detected only in bacteria growing 
in medium with low phosphate. The expression of the operon genes was driven by a promoter 
10cated 5' upstream from the start codon of the pstB gene. A second putative internal promoter 
5' upstream of the pst$-1 gene was also detected. Furthermore, comparative analysis between 
the native and recombinant PstS-1 proteins showed that they were very similar. Uke the native 
protein, the recombinant protein was also secreted to the culture medium as a glycosylated bando 
The results show that M. smegmatis recognized phosphate regulatory signals of the M. tuberculosis 
phosphate transport operan genes, and open the possibility to study gene phosphate regulation 
in mycobacteria. © 2001 Academic Press 

Key words: Mycobacterium tuberculosis 38 kDa (PstS-1), phosphate starvation, pst operon, alkaline 
phosphatase, Mycobacterium smegmatis. 

Introduction 

Tuberculosis remains a prominent cause of death 
in the world. tt has been estimatcd tha. one-
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third of the human population is infected with 
Mycobacterium tuberculosis. A small percentage of 
infected individuals develop clinical symptoms 
and succumb to the disease, accounting for three 
million deaths per annum [1]. In the last years, 
the emergency of M. tuberculosis multidrug-re­
sistant strains has become a serious threat to the 
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population. Moreover, protection by the BCG 
vaccine against M. tuberculosis ¡nfectians has 
shown variable efficacy between populations [2J. 

The identification and functional charac­
terization of those bacterial gene products that 
are specifically requieed for ¡nfection is essential 
to understand the mechanisms by which M. 
tuberculosis causes disease. 

Non-pathogenic mycobacteria affer several 
potential advantages for characterization of 
pathogenic mycobacterial genes; in addition to 
easy manipulation and faster growth, Myco­
bacterium smegmatis tor example, expresses gene 
products of M. tuberculosis with post-trans­
lational mocHfications similar to the native pro­
tcins and is able to recognize M. tuberculosis 
regulatory signals [3--5). 

It is known that many bacterial virulence 
genes are expressed under stress conditions [6]. 
When Escherichia coli is deprived of phosphate 
(a fundamental component in the biochemistry 
of the microorganisms) the poo regulon is tumed 
on and the transcriptional activator PhoB, is 
phosphorylated by PhoR [7, 8). Phosphorylated 
PhoB together with the 0"70 subunit of the RNA 
polymerase activates the transcription of pOOE, 
plwA, pstSCAB-phoU and phoBR. phoE encodes 
an outer membrane protein PhoE, phoA codes 
lor alkaline phosphatase PhoA, pstSCAB-phoU 
cedes for the phosphate specific transport sys­
tem (Pst) and phoBR codes lor Ihe regulatory 
proteins (7-9). When inorganie phosphate is 
available in the culture medium, PhoR de­
phosphorylates PhoB and in this form the pro­
tein is unable to bind to the phosphate box (pho 
box). The last gene of the pst operon, phoU, is 
probably a negative regulator of pho regulon 
[10-12). PhoB may also be phosphorylated by 
transmembranal protein CreC, but the gene is 
notregulated by pho regulon [13--15]. Many olher 
proteins seem to be regulated by phosphate in 
E. coli [16). 

After invasion of host cells by Salmonella typhi­
murium, the induction of the pho regulon has 
been reported [17). Moreover, mutations in 
genes of the pst operon can attentuate the viru­
lence of E. coli or merease invasiveness (18, 19]. 

Phosphate regulation in the pathogenic M. 
tuberculosis is not well understood despite one of 
the most studied antigens of M. tuberculosis, the 
irnmunodominant 38 kDa protein, (antigen 5, an­
tigen 78, Pab or PstS-1) [20-23), being shown to 
be involved in phosphate transport [24, 25]. The 
gene encoding PstS-1, was initially isolated frOID 

a AgtI1 M. tuberculosis DNA expression library 
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with a monoclonal antibody [26]. The deduced 
amino acid sequence showed a high degree of 
similarity with PstS (PhoS), the phosphate bind­
ing protein of E. coli which belongs to Pst [27-29]. 
Since then, other M. tubercuLosis PstS-likeproteins 
have been identified, such as PstS-2 and PstS-3. 
PstS-l belongs to the putative phosphate specific 
transport operon (pst), pstB, pstS-l, pstC- and 
pstA-2. PstS-3 forros part of a second potential 
operon pstS-3, pstC-2 and pstA-l and PstS-2 prob­
ably forms an operon together with the mbk gene 
(mycobactcrial protein kinase) that is located be­
tween the two pst potential operons and tran­
scribed in opposite orientation [30-331· 

A putative pst operon has also been cloned 
and sequenced from M. intracelluJare (mipstS-2, 
mipstB, mipstS-la, mipstSl-b and mipstC-l) [34), 
and four pst-like operons have been defined in 
M. leprae [35). 

Previous studies have shown that the syn­
thesis of PstS-1 antigen is enhanced. when M. 
tuberculosis is grown under phosphate starvation 
conditions [24,25]. The same results were dem­
onstrated for the PstS-1, PstS-2 and PstS-3 pro­
teins 01 M. bovis [33]. 

m this work, we study the expression of the 
M. tuberculosis pst operon in M. smegmatis grown 
in high phosphate and phosphate starvation 
conditions. Our results show the functionality 
of the M. tuberculosis pst operon in M. smegmatis 
and demonstrate the importance of the use of 
the non-pathogenic mycobacteria as surrogate 
hosts for the expression of M. tubercuLosis genes. 

Resu)ts 

Cloning 01 the pst operon from M. 
tuberculosis genomic library in pYUB328 
cosmids 

Froro 46 cosmid colonies isolated in the first 
sereening of the M. tuberculosis cosmid library 
with the 2.1 kb PvuU DNA fragment as a probe 
[Fig. l(b)], only 23 gave positive hybridization 
signals by Southern blot analysis. A clone con­
taining the complete pst operon (pJT46COS) was 
chosen for JacZ translational fusions. 

Demonstration that the genes 01 the pst 
operon from M. tuberculosis are organized 
in an operon and determination 01 the 
promoter regions 

M. tuberculosis pst operon-lacZ translational fu­
sions were constructcd as described and ana-



Phosphate specific transport system of MycObacterium tuberculosis 291 

(.) 

pUS.: ,." • • nout1.bp ".~ W~ 

(b) ,,,' -,~~ , 

(e) 

Al .• _,malU (Ma) 

-, ¡n/C., • • 31< .. 
,,~ 

~~ 

po/S·l pi/C_, • -1122 bp W~ , 

PROBE 

.. 

p,IA·2 

~-galactos¡dase 

Units 

HP LP 

Alkaline phosphataBe 

Units 

HP LP 

NQTDETECTE1I NOTDETECJ'EO 0.03 ± 0.01 10.71 :t 0,17 

NOTDETECTED NOTDETECnO 00410.03 9.44±1.40 

;'_'.Ia<~ 0.76±0.32 
2li1bp" 

6.06 ± 0.37 0.08 ± 0.03 13.42 ± 1.22 

1 
('t'"rr't"TT~TT T'f\ 
potA., pMV261 Ia<Z 

MI pJTl9972 0,07 ± 0.06 l1.37 ± 2.14 
".:B pIS., pUC., ,o>M.J _ -!!;;';04'~ -=.'---.:;;-:> t::-~ ' __ I«Z~ 0.39 ± 0.27 

.26bp J14.. 33l\aa 2(;1bp·· 
2.60 ± 0.77 

pUC., f"lA.J 

r:::::::> =.~ 0.20fO.18 0.18±0.09 0.0810.04 11.6311.53 
U4bp 21&1...," 

'18bp .~ 

:::'.".=<....', . ---'::_""~ 1.4510.15 4.95 ± 1.28 0.03 ± 0.02 9.2012.88 
'"~ 

,.~ ~. 
MapJTl9975 r ;¡ ----- 0.01 ± 0.00 0.07 ± 0.02 0,02 ± 0.02 11.33 ± 1.61 

'"~ 

Figure 1. (a) Schematic diagram oC the chromosomal region of M. tuberculosis H37Rv containing the pst 
putative opemns. Orientation oC gene transcription is indicated by arrows. (b) DNA probe used for screening 
of M. tuberculosis eosmid DNA library. (e) Translation fusions of different segments of the M. tuberculosis pst 
operon with the promoterlcss JacZ gene of E. eolio ~gal and alkaline phosphatase (PhoA) activities were 
measured in M. smegmntis transformed with these fusions and grown in medium with low (LP) and high 
phosphate (HP) eoneentrations. 

Iysed in M. srnegmalis [Fig. I(e»). fl-galactosidase 
(p-gal) activity was detected in M. smegmatis 
transformed with pJT19971 when grown in TG 
medium with phosphate. As expected, alkaline 
phosphatase activity exprcssed by M. smegmatis, 
was not detected under those conditions. lo 
contrast, when phosphate was omitted from 
the TG medium, p·gal activity increased and 
alkaline phosphatase aetivity was now detected. 
Similar results were observed with pJT19972, 
despite the deletion in this construct of 918bp 
of the putative promoter region and 402 bp of 
the pstB. The result showed the presence of 
promoter activity upstream of pstS·1, which is 
decreased when pstS·1 was removed as observed 
with the construct pJT19973. These results were 

further confirmed by antibody detection of PstS-
1 protein in M. smegmatis cell extracts trom 
pJT19971 and p/Tl9972 grown in medium with 
high and low phosphate conditions, but not in 
eeH extracts from pJTl9973 (Fig. 2). PstS-1 was 
also undetectable in culhtre filtrates from un­
transformed or vector transformed M. smegmatis 
grown in both phosphate conditions (results not 
shown). The promoter region located upstream 
of pstB gene was then delimited with constructs 
pJTI9974 and pJT19975, the first eontains pu­
tative 918 bp 5' upstream of pstB, when 733 bp 
were removed (p/T!9975) p-gal aetivity was ab­
olished [Fig. I(e»). Taken together, these results 
indicate that the pst genes are part of an operon, 
and their transcription is drivcn by two promoter 
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Figure 2 Westem blot analysis of M. smegmatis re­
combinant ceH extracts from bacteria transfonned 
with pff19971, pfl19972and pff19973. PstS-l protein 
was detected with a rabbit polyclonal antibody. M. 
smegmatis transformed with p}Tl9971 and grown in 
high (lane 1) and low (lane 2) phosphate con­
cenlrations. M. smegmatis transformed with pJTl99n 
and grown in high (lane 3) and low (lane 4) phosphate 
concenlrations. Lane 5, M. smegmatis transformed 
with pJTl9973 and grown in low phosphate con­
centrations. Lane 6, M. snregmatis untransformed and 
grown in low phosphate. 
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Figure 3. (a) 2D-gel of (1) native and (2) recomhinant 
PstS-l. Three different addic spots were found to 
feaet with monoclonal antibody TB71. (b) Detection 
of ConA binding by Westem blol oí M. tuberculosis 
PstS-l CF enriched frachon (lane ]) and M. smegmiltis 
recombinant PstS-l CF enriched fraction (lane 2). 

regioos, ane located 5' upstream of pstB and the 
ather upstream of pstS~1. 

Expression 01 M tuberculosis recombinant 
phosphate transport protein PstS-1 

The PstS-l protein was detected by immunoblot 
with a rabbit TB71 monoclonal antibody against 
Pst5-1 in culture extracts fram M. smegmatis 
transformcd with pJT19971 [Fig, 3(a), panel 2[, 

A. Torres et al. 

The recombinant Pst5-1 expressed in M. smegma­
tis was secreted into the culture medium and 
bound ConA [Fig, 3(b)], as previously described 
for the M. tuberculosis native protein [361. 2D~ 
gel analysis shawed that both native and re­
combinant PstS-1 shared three spots with an 
isoelectric point which ranged between 4.5 and 
5 [Fig, 3(a)[, Finally it is worth pointing out that 
antibodies from pulmonary tuberculosis 
patients sera reacted with both the native and 
the recombinant Pst5-1 protein with the same 
intensity (data not shown). 

Discussion 

In this work, the expression of the phosphate 
specific transport genes of M. tuberculosis was 
characterized in the fast-growing M. smegmatis. 
The expression of a set of translational fusions 
of the pst M. tuberculosis operon with the struc~ 
tural E. coli lacZ gene was analysed by measuring 
p-gal activity in bacteria growing in high and 
low phosphate media. Our results confirm that 
M. tuberculosis pst genes are organized in an 
operan that is regulated by phosphate, and are 
in agreement with previous observations where 
an increased Pst5-1 expression was detected in 
bacteria grown in low phosphate conditions [24, 
25J. The results also showed that expression of 
the operan couId be driven by two promoters 
located upstream of the start codon of pstB and 
pstS-l and suggest that regulatory signals of the 
M. tuberculosis pst genes are being recognized 
by M. smegmatis. This is in contrast to E. coli 
which did not recognize phosphate regulatory 
sequences inM. tuberculosis as was demonstrated 
by the failure of M. tuberculosis to complement 
E. coli pho mutants (results not shown). 

The existence of pstS-l pho box-like 
(crGCTCGGGGGAC-CTCA) and -lO region 
(G~-AAIf) upstream of pstS-l which show sim­
ilarities with E. coli pho box and -10 consensus 
sequence (identical nucleotides are underlined) 
has been previously reported [37]. Analysis of 
putative promoter regions upstream of pstB gene 
also showcd a putativc pho box-likc region 
(crCTCGAGGGGGTC-GTGG) and -lO region 
(GA-AATC). Comparison of pstB and pstS-l pu­
tative -10 regions with those described pre­
viously [38], showed identical bases in positions 
2 and 4, in addition pstS-l showed an identical 
base in position 6 of the hexameric M. smegmatis 
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-10 consensus sequence. Four regions dis­
tributed in the rnro pho box have becn identi­
fied that interact with the phosphorylated 
transcriptional activator phoB in E. coli under 
phosphate starvation conditions. Three of them 
have the sequence TGTCA and one TIACA (39(. 
[n pho box-like of pstS-l and pstB these motif 
were not found. 

It is worth noting that alkaline phosphatase 
activity could only be detected in M. smegmatis 
when it was grown in culture medium without 
phosphate. Induction of alkaline phospho­
monoesterase of M. smegmatis by ¡norganic 
phosphate has becn reported previously [40]. 
Alkaline phosphate activity has been reported 
in M. tuberculosis [411, however homolagous se­
quences to the phoA gene have not been iden­
tified in the M. tuberculosis genome sequence 
(42]. 

The pst operon of E. coli (pstS-pstC-pstA-pstB­
phoU) and the proposed pst operon of M. tuber­
culosis (pstB / pstS-l / pstC-1! pstA-2) encode sim­
ilar proteins [31]. The most notable difference 
bernreen the two operons is the arrangement of 
the genes and the ab5ence of phoU in the M. 
tuberculosis pst operon. lhi5 gene is located at 
the 3' end of the E. coli operon and encodes a 
cytoplasmic protein required for repression of 
the pho regulon but apparently not required for 
phosphate transport (1G-12]. However, in M. 
tuberculosis two phoU homologous proteins, 
PhoYI (Rv330Ic) and PhoY2 (Rv0821c), were 
identified in the recentlysequenced genome [42]. 
In addition, other phosphate transport system 
regulatory proteins have been identified, as 
PhoR/PhoP-like proteins (Rv0758/Rv0757) 
which are similar to the sensor and tran­
scriptional regulatory proteins from B. subtilis, 
respectively. 

Two additional putative PstS proteins, en­
caded by Rv0928 and Rv0932, were identified 
forming part of the putative operons, pstS-3/ 
pstC-2/pstA-l and pstS-2/mbk. In the former 
there is not a pstB gene, while in the latter there 
are only two genes (32, 43]. Duplication of pstS 
genes has also been described in Mycobacterium 
intracellulare ATCC 35761 and in M. Ieprae (34, 
35J. 

In this work, we al50 characterized the re­
combinant PstS-l expressed in M. smegmatis. The 
PstS-l protein is one of the most important 
irnmunodominant antigens of M. tuberculosis 
and was the first protein shown to be involved in 
phosphate metabolism. The recombinant PstS-l 

protein was recognized in sera froro M. tuber­
culosis infected individuals in the same form as 
the native protein. In addition, both proteins 
were glycosylated and secreted into the culture 
medium confirming previous observations [36]. 
They also showed the same isoelectric point. 
Together these rcsults indicate that native and 
recombinant PstS-l are very similar in ex­
pression and biochemical characteristics. AH 
these observations point out the importance of 
M. smegmatis as a surrogate hast for studying 
M. tuberculosis gene transcription and regulation. 

It should be noted, that phosphate regulatory 
systems have their own peculiarities depending 
on the microorganisms. Salmonella, for instance, 
does not have alkaline phosphatase [44]. In S. 
flexneri, a single nucleotide change in pJwB with 
regard to phoB from E. coli is responsible for 
differences in the expression of phoE and phoA 
(45J. The pho regulon in B. subtilis is positively 
regulated by a two component transduction sys­
tem (PhoP /PhoB), and other genes such as resD 
and resE are involved in positive regulation of 
aerobic and anaerobic respiration [46J. The psi 
operon of Pseudomona aeruginosa is the most 
different from the other bacteria in that it does 
not have the pstS gene [47]. From these com­
parisons, it is clear that among the prokaryotes, 
duplication of the pst gene has only been docu­
mented in the genus, Mycobacterium. There are 
three PstS proteins in M. tuberculosis; how these 
systems are regulated and how they relate to 
the host-bacterial interaction are very interesting 
questions to be explored. 

Materials and Methods 

Bacterial strains and plasmids 

E. coli DH51l1Q were used as a host for the 
recombinant plasmids. Mycobacterium tuber­
culosis H37Rv was obtained from ATCC. Myco­
bacterium smegmatis m¿155 was used as the host 
strain for the shuttle vector pMV261 [48] and 
their derivatives. The pMC1871 plasmid was 
used as a source of E. coli lacZ gene promotorless 
[49]. 

Screening 01 the cosmid library 

The 2.1 kb l'vuU DNA fragment from AAA60, 
containing the 3' end of pstB gene, the complete 
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pstS-l gene and the 5' end Di pstC-l was used 
as a probe for screening a cosmid library oí M. 
tuberculosis H37Rv in p YUB328. The probe was 
labelled with digoxigenin (Boehringer, Mann­
heim, Germany) and filters were pre-hybridized 
and probed at 42°C in 6 x sse, 50% forma mide, 
0.05% skimmed mil k overnight. Afterwards, fil­
ters were washed twice in 2 x SSC, 0.1 % SOS for 
15 min each, and once in 0.2 x sse, 0.1% SOS, 
ior 15 min and developed. Positive colonies (46) 
were picked and grown ovemight in cultures Di 
LB media with ampicillin (100 ~tg/ml). Cosrnid 
DNA was isolated by using the Plasmid Isolation 
Kit (Qiagen, Ine., Valencia, CA, V.5.A.) following 
the manufacturers instructions. DNA samples 
were digested with PvuII, separated in agarose 
gels and transferred by blotting onto nylon filters 
(Amersham Pharmacia Biotech, U.K.). The mem­
brane was probed and developed as described 
aboye. From the 23 cosmid samples that were 
positive and contained similar inserts, one was 
randomly chosen. 

Construction 01 M. tuberculosis pst-lacZ 
translational lusions 

A 4600 bp No/l-Ban fragment from pJT46COS 
containing 962 bp upstream frorn the GTG start 
codon of the pstB gene, the structural pstB, pstS-
1, pstC-l and 267bp of pstA-2 was filled in the 
5' NotI overhang using T4 DNA polyrnerase 
and inserted in the Hpal site of shuttle vector 
pMV261. The resulting pJTl99701 was linearized 
with Clal and the 5' overhangs generated were 
filled using T4 DNA polymerase. The lacZ gene 
released from pMC!87! by digestion wilh Sal! 
and the 5' overhangs generated were filled using 
T4 DNA polyrnerase. This gene was then sub­
cloned in pJT199701 to obtain the translation 
fusion p JT1997!. 

A 418 bp Xbal-HindIU fragment carrying Ihe 
M. tuberculosis 60 kDa heat shock promoter was 
deleted from pJT19971, the 5' overhangs gen­
erated were filled with T4 DNA polymerase 
and religated. Then the plasmid was partially 
digested with EcoRI-Psfl and a clone without 
1320 bp was selected by restriction analysis. This 
construction called pJTl992, contains 426 bp of 
the structural pstB gene pstS-l, pstC-l and 267 bp 
of pstA-2. 

The pJT1993 was made as follows: the 
pJT19971 was digested with Ps/l and the frag­
ment obtained was subcloned into the pUC18 
Pstl site, then the plasmid was digested with 

A. Torres et al. 

NcoI, the 5' overhangs generated were filled 
using Ihe T4 DNA polymerase. A 3.6 kbp frag­
ment was then liberated with PstI and subcloned 
into the HpaI-PstI site in pMV261. This fragment 
contains 244bp of pstC-l and 267bp of pstA-2 
fused to lacZ. The pJT19974 was generated as 
follows: a 1662 bp No/l-PvuIl fragment from 
pJT46COS was filled using T4 DNA polymerase 
in the 5' NotI overhangs and subcloned to a 
unique SmaI site of the reporter promoterless 
facZ vector pMC1871. This generated a plasmid 
which contains a 918 bp upstream from the GTG 
start codon of the pstB gene and 744 bp of this 
gene. This construct was then digested with PstI 
and the 4 kb liberated fragment was subcloned 
into the PstI site from pMV261. 

The pJT!9975 was created as follows: a 929bp 
BamHI-PvuIl fragment from pJT46COS, carrying 
185 bp upstream from the start codon of pstB 
and 744 bp of Ihe same gene was filled in Ihe 5' 
BamHl overhang by using T4 DNA polymerase 
and inserted in the unique SmaI site from 
pMC1871. The 4044 bp translational fusion insert 
in Ihe resulting pJT!9905 was obtained wilh Ps/l 
and subcloned into the unique PstI site from 
pMV261. The correct pst operon-lacZ trans­
lational fusions were verified by DNA se­
quencing using the dideoxy-chain termination 
method [50]. Sequencing was carried out with 
the ThermoSequenase kit (Amersham Phar­
macia Biotech) with either [cr-33P]-dATP or [y-
33]-dATP (Amersham Pharmacia Biotech) by 
using Ule specific lacZ oligonucleotide primer, 
LACZ1 (S'-GGCCTCITCGCTAITACGCCAG 
-3'). Translational fusions were cloned into the 
pMV261 plasmid in opposite orientation with 
respect to the heat shock promoter and aph gene. 
The resultant plasrnids were then introduced 
into M. smegmatis rnc2155 strain by elec­
troporation. 

Growth conditions and enzymatic assays 

M. smegmatis transformants were grown on 7Hll 
agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, V.S.A.) 
with 0.05% Tween 80, 0.2% glucose and 0.1% 
peptone (Difco Laboratories). A single colony 
was picked up and inoculated in 100 ml of 7H9 
medium (Difco Laboratories). Bacteria were 
grown at 37°C with shaking until the OD6OO 

was 0.5 (primary culture). Then, cultures were 
centrifuged and washed twice with un­
supplemented Tris-glucose (TG) media, con­
taining 20 mM NH,C1, 3.0 mM Na,50. 1.0 mM 
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MgCI" 0.2 mM CaCl" 80 mM NaCI, 20 mM KCl, 
0.002 mM ZnClz, 120 mM Tris, and 0.05% Tween 
80 pH 7.5. Cells Were resuspended in 1 mI of TG 
supplemented with 0.2% glucose, 0.01 % peptone 
and 25 ¡.tg/ml kanamycin. The cell suspension 
(400 ¡ti) were inoculated in 120 mi 01 TG with 
64 mM K,HPO, (high phosphate) or without 
phosphate (secondary culture). Bacteria were 
grown at 37°C with shaking lor 48, 72 and 96 h. 
I3-gal activities Were measured as follows: to 
each 800 ¡.ti of culture in a 1.5 mI microcentrifuge 
tube, 200 ~I 01 Z buffer (60 mM Na,HPO" 40 mM 
NaH,PO" 10 mM KCI, 1 mM MgSO" 50 mM fl­
mercaptoethanol adjusted to pH 7.0) and two 
drops of chloroform and one drop of o.or>/o SOS 
were added. After vortexing for 30 s, 200 ¡.tI of 0-

Nitrophenyl-fl-O-galactosidase (ONPG) (4 mg/ 
mI; Research Organics !nc.) in buffer Z was 
added to each tube. Samples were then in­
cubated at 28°C for 2-4 h. When a yellow colour 
appeared in the test tubes, the reaction was 
stopped in ice water and microcentrifuged for 
5 min at 4°C and the OD420 of the supematant 
was measured. ~gal units were calculated using 
the lormula 1000 x OO ... /time (min) x 0.8 x 
00.., as has been described by Miller [51]. 
Alkaline phosphatase units was deterrruned as 
follows: to each 800 J.lI of culture in 1.5 mI micro­
centrifuge tube, 200 ~I 01 1 M 01 Tris HCI pH 8 
and two drops of chloroform and one drop of 
0.01 % SOS were added. After vortexing for 30 s, 
200 ¡ti 4-Nitrophenyl phosphate (2 mg/mI, 
Boehringer, Mannheim, Germany) in 1 M of Tris 
HCI pH 8, was added to each tube. Samples 
were incubated at 37°C 2-4 h, until a yellow 
colour was observed, the reaction was stopped 
with 200 ¡ti 01 0.5 M Na,HPO,. Samples were 
then centrifuged for 5 min, and the OD420 of the 
supematant was measured. Alkaline phos­
phatase units were calculated using the formula 
1000 x OD.uo/time (min) x 0.8 x OD600 as has 
been described previously [52). 

Bacterial extracts 

M. tuberculosis strains H37Rv was cultured in 
the Proskauer and Beck synthetic medium for 6 
and 4 weeks, respectively. Culture filtrate pro­
teins (CF) were obtained as described elsewhere 
[36]. M. smegmatis transformed with the plasmid 
containing the complete pst operon (pf[19971) 
was grown in 7H9 medium plus kanamycin 
(25 ~g/mI) and glucose 2% with shaking lor 4 

days at 37°C. Cells were collected by cen­
trifugation and proteins fram culture super­
natants were precipitated with 73% (NHthS04' 
Proteins were centrifuged and the pellet was 
extensively dialysed against water. An enriched 
frachon of native and recombinant PstS-1 protein 
was obtained after acid alcohol fractionation of 
CF as described elsewhere [361. 

Two-dimensional SDS-PAGE and Western 
blot analysis 

Electrophoresis in polyacrylamide gels con­
taining SDS, and subsequent immunoblotting 
were carried out according to standard pro­
cedure [53, 54}. Cultures of M. smegmatis with the 
same OD600 were transfonned with the different 
constructs. Samples were centrifuged and the 
cell bacterial pellet was resuspended in an 
eIectrophoresis cocktaíl and boiled for 5 mino 
After centrifugation, supematants were loaded 
on the gel. Five llg of M. tuberculosis and re­
combinant M. smegmatis CF Pst-1 enriched frac­
tions were run on polyacrylamide geIs. For 
carbohydrate and antibody detection, proteins 
were transferred to nylon membranes (Millipore 
Co., MA, U.S.A.) and incubated for 1 h at room 
temperature with ConA-peroxidase (Sigma, 
MO, V.5.A.) (2.5 ~g/mI) or 1/1000 rabbit poly­
donal antibody raised against PstS-l protein, 
diluted in PBS containing 3% BSA-T ween 20 
(0.3% v Iv). After washing with PBS Tween 20, 
the membranes were incubated with antibody 
and peroxidase conjugated protein A. Per­
oxidase activity was developed by adding 3,3-
diaminobenzidine HCl and hydrogen peroxide 
in PBS. 

Two-dimensional PAGE were run as follows: 
urea was added to 10 llg of M. tuberculosis and 
recombinant M. smegmatis CF PstS-l enriched 
fractions to a final concentration of 9 M, followed 
by addition of Iysis buffer containing urca and 
Nonidet P-40 as described by O'Farrell el al.)55). 
Samples were separated initially by isoelectric 
focusing in tube gels containing 4% ampholytes 
in the pH range 3.5-5.0 (Amersham Pharmacia 
Biotech) and then by SOS-PAGE in the sccond 
dirnension as described aboye. Proteins were 
transferred to nylon membranes, and antigens 
stained by using the monoclonal antibody TB71 
diluted 1/2000 and developed with anti~mouse 
peroxidase conjugate as described aboye. 
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