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RESUMEN
FlgM es el factor anti-sigma específico del factor SigD de la síntesis flagelar en Bacillus subtilis y es responsable del
acoplamiento entre la expresión de los genes tardíos del sistema flagelar y el completamiento de las estructuras
primarias del flagelo. En el presente trabajo se muestra la interacción entre el factor SigD y el factor anti-sigma
FlgM fusionado a una cola de histidina en extractos de proteínas celulares de Escherichia coli. Se copurificaron
ambos factores proteicos mediante cromatografía de afinidad. Ambas proteínas se expresaron en la misma célula
y se logró obtener in vivo un complejo estable SigD:FlgM-(His)6 de forma soluble. Se discute el posible papel
biológico de esta interacción.
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ABSTRACT
Interaction between Bacillus subtilis SigD and the anti-sigma factor FlgM-(His)6 in Escherichia coli. FlgM
is an anti-sigma factor specific for the flagellar SigD factor in Bacillus subtilis. It is responsible for the coupling of late
flagellar gene expression and the completion of hook-basal body structure. The present work shows the interaction
between sigma factor SigD and the anti-sigma factor FlgM-(His)6 in E. coli cellular protein extracts, from which both
proteins co-purify by affinity chromatography. Expressing both SigD and FlgM-(His)6 proteins in the same cells, we
obtained a soluble and stable SigD:FlgM-(His)6 complex in vivo. The possible role of this interaction is discussed.
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Introducción
El inicio de la transcripción de un gen específico está
determinado, entre otros factores, por proteínas de
unión al ADN que interactúan directamente con la
región promotora del gen. Recientemente se han des-
crito proteínas que regulan negativamente la trans-
cripción por su interacción directa con factores
sigma (σ) específicos, designándose como factores
anti-σ [1]. Esto añade un nuevo nivel de regulación
transcripcional de la expresión génica por la inhibi-
ción de factores σ que son específicos.

Los factores anti-σ se definen por su habilidad
de impedir al factor σ unirse al núcleo de la ARN
polimerasa. Como resultado de esta acción, se inhibe
la transcripción a partir de un grupo de promotores
cuyas secuencias son reconocidas únicamente por
el factor σ con el cual el anti-σ  interactúa directa-
mente [2].

Los detalles del mecanismo molecular de acción
de los factores anti-σ no han sido aún esclarecidos,
no obstante se sabe que ejercen su actividad por
interacciones proteína-proteína altamente específi-
cas [3-6].

El factor anti-σ FlgM fue descrito inicialmente en
Salmonella typhimurium como regulador negativo del
factor σ28 (FliA) específico para la síntesis flagelar
[7, 8]; posteriormente se demostró que éste interactúa
con FliA formando un complejo estable [6]. En
Bacillus subtilis se ha descrito también la proteína
FlgM y se ha podido establecer que al igual que su
homólogo en S. typhimurium constituye el principal

factor regulador de la actividad del factor σD (SigD)
y, por lo tanto, de la expresión de los genes flagelares
tardíos [9-11].

El factor anti-σ FlgM ha sido purificado y caracte-
rizado a partir de la expresión recombinante del gen
flgM en E. coli [12]. Los resultados obtenidos a partir
del entrecruzamiento químico (crosslinking), electro-
foresis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes
y cromatografía de exclusión molecular, demostraron
que FlgM es un dímero en solución. Además, se demos-
tró que in vitro FlgM forma un complejo estable con la
proteína SigD, en el cual intervienen una molécula de
cada especie dando lugar a un heterodímero de aproxi-
madamente 40 kD [12].

Mediante análisis de transcripción in vitro a partir
de promotores dependientes de SigD, se ha demostra-
do que FlgM inhibe el inicio de la transcripción sola-
mente si está presente antes de dicho factor. Una vez
formado el complejo de la holoenzima, FlgM no es
capaz de inhibir el inicio de la transcripción [13].

En el presente trabajo se utiliza la proteína FlgM
fusionada a una cola de histidina (FlgM-(His)6), se
muestra la interacción entre SigD y FlgM-(His)6 en
extractos de proteínas totales de Escherichia coli y se
emplea la cromatografía de afinidad (IMAC) para
purificar el complejo formado. Posteriormente, am-
bas proteínas se coexpresaron en E. coli y se logró
obtener y purificar el complejo SigD:FlgM-(His)6 so-
luble y estable. Se discute la relevancia biológica de
esta interacción.
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y plásmidos
La cepa de E.coli DH5α [14] fue usada para la multi-
plicación y purificación de los plásmidos empleados,
y la cepa BL21(DE3) [15] se usó exclusivamente para
la expresión de los genes flgM y sigD, que codifican
para las proteínas FlgM y SigD respectivamente. Los
genes fueron clonados en vectores de la serie pET
(Novagen, EE.UU.) que usa el sistema de expresión
regulado por el promotor del fago T7. Este sistema de
expresión permite la obtención de altos niveles de pro-
teínas recombinantes [15]. La proteína FlgM se obtie-
ne fusionada a una cola de 6 histidinas en su extremo
carboxilo, que facilita su purificación con IMAC [16].

Los plásmidos utilizados en el trabajo se describen
a continuación:
• pDBB3: PT7-flgM Ampr, derivado del pET22b+

[13].
• PBGB10: PT7-sigD- Ter T7, Cmr, derivado del

pACYC184 (construido en este trabajo).
• pYFC-11: PT7-sigD Ampr, derivado del pET11a

[17].

Expresión y purificación de FlgM-(His)6

La proteína FlgM-(His)6 se expresó a partir de la cepa
BL21(DE3) transformada con el plásmido pDBB3 y
se purificó mediante IMAC siguiendo el procedimiento
descrito por González y colaboradores [18]. Las frac-
ciones que contenían la proteína se unieron y dializaron
contra la solución tampón TMC (Tris-HCl 10 mM
pH 8,0, MgCl2 10 mM, NaCl 150 mM). Se usó un
sistema Centricon-3 de Amicon.

Expresión y purificación del factor σD

La proteína SigD se expresó en las células de BL21(DE3)
transformadas con el plásmido pYFC-11 y se purifi-
có de acuerdo al método descrito por Chen y Helmann
[17], para posteriormente ser utilizada en el ensayo
de unión in vitro a FlgM-(His)6.

Análisis de las proteínas expresadas
y purificadas
Las proteínas purificadas se analizaron por electro-
foresis SDS-PAGE al 15% en condiciones desnatu-
ralizantes. Para los análisis inmunoquímicos por
Western blot, las proteínas separadas por SDS-PAGE
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond C
según Towbin y colaboradores [19]. La inmunoidenti-
ficación de las proteínas se realizó utilizando anticuer-
po policlonal obtenido a partir de suero de conejo
inmunizado con los péptidos NPYQKNYDKQAVQK
y KNMINFYKKQ, que corresponden respectivamen-
te a los residuos del 12 al 25 y del 79 al 88 de la
secuencia aminoacídica de FlgM [9]. Los filtros se
trataron de acuerdo con las indicaciones del sistema
ECL (Amersham-Pharmacia-Biotech, Suecia).

Ensayo de unión in vitro entre SigD
y FlgM-(His)6

Los ensayos de unión se realizaron en solución tam-
pón TMC con cantidades equimolares de SigD y FlgM-
(His)6 a concentraciones de 277 µg/mL y 75 µg/mL
respectivamente. La mezcla se incubó durante 10 min
a 25 ºC y se mantuvo durante 12 h 4 ºC. El complejo

SigD:FlgM-(His)6 se purificó por cromatografía de
exclusión molecular en FPLC con una columna
Superosa-12 HR 10/30 con solución tampón TMC.

Muestras del complejo purificado se analizaron
posteriormente mediante entrecruzamiento químico
(crosslinking) con el reactivo homobifuncional
disuccinimidil suberato (DSS), (Sigma, EE.UU.) en
las mismas condiciones utilizadas por Bertero y cola-
boradores [12]. La velocidad de formación del com-
plejo se evaluó cualitativamente; para ello, cantidades
equivalentes de ambas proteínas purificadas por se-
parado se mezclaron e inmediatamente se trataron con
DSS. Los productos de todas las reacciones se anali-
zaron por SDS-PAGE al 15%.

Copurificación de SigD y FlgM-(His)6 a través
de IMAC
Para extraer las proteínas totales de las células de la
cepa de E. coli BL21(DE3) transformada con el
plásmido pYFC-11, se partió de dos cultivos de 50 mL.
Las células se colectaron por centrifugación, se resus-
pendieron en 5 mL de clorhidrato de guanidina 6 M en
solución tampón TMC y se incubaron a temperatura
ambiente por 1 h con agitación. La suspensión se
centrifugó a temperatura ambiente durante 15 min a
6 000 rpm y el sobrenadante del extracto de las pro-
teínas celulares se dializó contra 1 L de tampón TMC
durante toda la noche a 4 ºC. El extracto dializado se
centrifugó a 15 000 rpm durante 15 min a 4 ºC, para
separar todo el material precipitado y posteriormente
se dividió en dos porciones. Una de ellas se incubó
durante 1 h con 2 mg de la proteína FlgM-(His)6 pre-
viamente purificada por IMAC y la otra fracción se
usó como control. Ambas fracciones se sometieron al
mismo procedimiento de purificación por IMAC.

Para realizar IMAC, 1 mL de resina ProbondTM ac-
tivada con NiCl2 se equilibró previamente con solu-
ción tampón TMC. El material adsorbido en la columna
se lavó con 20 mL cada vez de: TMC, imidazol 10 mM
en TMC e imidazol 50 mM en TMC. La elución se
realizó con 3 mL de imidazol 350 mM en TMC y
posteriormente se lavó la columna con imidazol 1 M
en TMC. Las proteínas eluídas se analizaron por SDS-
PAGE al 15%.

Coexpresión de FlgM-(His)6 y SigD en E. coli
El fragmento Bgl II-Eco RV de 990 pb del pYFC-11
que contiene el promotor T7 seguido del gen sigD y el
terminador del fago T7, se subclonaron en el vector
pACYC184 [20] en los sitios de restricción BamHI y
EcoRV. Con el plásmido obtenido, pBGB10, se trans-
formó la cepa BL21(DE3) portadora del plásmido
pDBB3 que expresa el gen flgM. La cepa cotransfor-
mada se cultivó y la inducción de la expresión de am-
bas proteínas, FlgM-(His)6 y SigD, se llevó a cabo de
acuerdo al método descrito por González y colabora-
dores [18]. Las células colectadas por centrifugación
se lisaron por ultrasonido y la fracción soluble de las
proteínas totales se sometió a IMAC de acuerdo con
el procedimiento descrito en el epígrafe anterior. Las
fracciones con las dos proteínas SigD y FlgM-(His)6

se unieron y concentraron. Las proteínas se repurifi-
caron posteriormente por una columna de exclusión
molecular FPLC Superosa-12 HR 10/30 en solución
tampón TMC.
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Resultados

Interacción in vitro entre SigD y FlgM-(His)6

Las proteínas SigD y FlgM-(His)6 formaron un com-
plejo estable que eluyó de la columna de gel filtración
en un volumen de 13-14 mL (datos no mostrados),
similar a lo publicado para la proteína FlgM [12].

 Como se muestra en la Figura 1, el complejo puri-
ficado SigD:FlgM-(His)6 migró a una altura aproxima-
da de 40 kD (carril 2), que se corresponde con un
heterodímero, tal y como se demostró para el comple-
jo FlgM:SigD [12].

En el caso que se mezclaron ambas proteínas inme-
diatamente antes de la incubación con DSS, se obser-
vó igualmente la formación del complejo demostrado
por la banda a la altura de los 40 kD (carril 4). La
interacción de FlgM-(His)6 con SigD se comportó de
modo similar al de la proteína FlgM sin fusión a la cola
de histidinas [12]

Copurificación de SigD y FlgM-(His)6

La proteína FlgM-(His)6 purificada mediante croma-
tografía de afinidad, se obtuvo con más de 90% de
pureza determinado por SDS-PAGE y tinción con azul
de Coomasie.

El extracto de E. coli que contenía la proteína SigD
incubado con la proteína FlgM-(His)6 previamente puri-
ficada se aplicó a la columna de afinidad. En la Figura 2 se
observa que ambas proteínas son retenidas en la colum-
na (carril 6) y son eluídas posteriormente con imidazol
(carriles 7 y 8). Como control se utilizó el extracto, sin
FlgM-(His)6, al que se le aplicó el mismo procedimiento.
Se observó que la proteína SigD no se retenía en la co-
lumna de afinidad (Figura 2, carril 2). La proteína SigD
tampoco se hizo ver en las fracciones correspondientes a
la elución con imidazol (Figura 2, carril 3).

Teniendo en cuenta el resultado anterior se proce-
dió a coexpresar ambas proteínas en E. coli y probar la
formación del complejo mediante la extracción y puri-
ficación del mismo con el empleo de IMAC.

Coexpresión de FlgM-(His)6 y SigD en E. coli
Los resultados mostraron que se obtuvieron altos ni-
veles de expresión de las proteínas SigD y FlgM-
(His)6 (carril 1) en E. coli (Figura 3). El complejo
SigD:FlgM-(His)6 se encontró en la fracción soluble,
de donde se purificó mediante IMAC (carriles 3-5).
La cromatografía de exclusión molecular permitió
separar en dos fracciones las proteínas purificadas
por IMAC. Una fracción mayoritaria correspondió al
complejo SigD:FlgM-(His)6 (carril 6) y otra minorita-
ria correspondió a FlgM-(His)6 (carril 7).

El análisis por Western blot de estas mismas mues-
tras (Figura 4) indicó el reconocimiento de ambas pro-
teínas en las fracciones eluídas de la purificación del
complejo. Para la identificación de las proteínas se
utilizó el anticuerpo anti-FlgM debido a su actividad
cruzada con SigD [12].

Discusión
La interacción in vitro entre FlgM y SigD ha sido estu-
diada y caracterizada, demostrándose la formación de
un complejo heterodimérico con una constante de diso-
ciación, Kd, estimada de 10-6 M o menor [12].

FlgM-(His)6 interactúa in vitro con SigD del mis-
mo modo que ha sido descrito para FlgM [12], lo cual
sugiere que la presencia de las histidinas en el extremo
carboxilo no interfiere en su actividad como factor
anti-σ. La interacción observada entre FlgM-(His)6 y
SigD se correspondió con la alta afinidad del complejo
formado por FlgM y SigD [12].

El factor σD se aisló a partir de extractos celulares
de E. coli solubilizados y mezclados con el factor anti-σ
FlgM-(His)6 previamente purificado. Ambas proteí-
nas fueron purificadas en un sólo paso de cromatogra-
fía de afinidad. La copurificación de SigD con el factor
anti-σ evidenció la formación de un complejo estable
entre FlgM-(His)6 y σD en el entorno del extracto celu-
lar de E. coli.

Teniendo en cuenta lo anterior y la capacidad de la
cromatografía de afinidad IMAC de purificar el com-
plejo FlgM-(His)6:SigD, se decidió abordar la coex-
presión de ambas proteínas en E. coli y demostrar la
interacción in vivo.

A partir del cultivo de células de E. coli cotrans-
formadas con los plásmidos pDBB3 y pBGB10, se
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Figura 1. Interacción in vitro entre SigD y FlgM-(His)6. Análisis
mediante SDS-PAGE al 15% del complejo sometido a reacción
de entrecruzamiento químico. 1) FlgM-(His)6; 2) complejo
SigD:FlgM-(His)6 tratado con DSS; 3) complejo SigD:FlgM-(His)6;

4) proteínas SigD y FlgM-(His)6 tratadas con DSS; 5) proteínas
SigD y FlgM-(His)6; 6) SigD.
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      1       2      3         4       5      6       7       8       9
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Figura 2. Copurificación de SigD con FlgM-(His)6. Análisis de
las proteínas mediante SDS-PAGE al 15%. 1) extracto de
proteínas totales de E. coli BL21(DE3)pYFC-11; 2) proteínas no
unidas a la columna de IMAC; 3) eluato de la columna de
IMAC con imidazol a 350 mM; 4) FlgM-(His)6; 5) extracto de
BL21(DE3)pYFC-11 + FlgM-(His)6; 6) proteínas no unidas a la
columna de IMAC; 7,8) eluato de la columna de IMAC con el
complejo SigD:FlgM-(His)6; 9) patrón de peso molecular (kD).
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obtuvieron altos niveles de ambas proteínas, mayo-
ritariamente solubles, las cuales fueron copurificadas
por IMAC.

Resaltan en estos resultados los mayores niveles
de acumulación de FlgM-(His)6 obtenidos, los cua-
les son explicables de acuerdo al mayor número de
copias del plásmido pDBB3 con relación al del
pBGB10 [20].

Con los resultados mostrados se demostró que el
complejo SigD:FlgM-(His)6 extraído de las células
de E. coli, puede ser purificado por IMAC. Median-
te cromatografía de exclusión molecular, se observó
la elución del complejo en el volumen correspon-
diente a 13-14 mL coincidente con el volumen al que
eluye el complejo formado in vitro; además, se obtu-
vo un segundo pico correspondiente a FlgM-(His)6

libre, por no encontrar suficiente SigD para interactuar
debido al exceso de proteína FlgM-(His)6 expresada
en la célula. Esta observación se correspondió con la
relación equimolar en que interactúan ambas proteí-
nas según se describió en el experimento de interac-
ción in vitro.

Figura 3. Coexpresión de SigD y FlgM-(His)6 en E. coli.
Formación del complejo in vivo. A) Análisis de las proteínas
mediante SDS-PAGE al 15%. 1) proteínas totales de E. coli
BL21(DE3)pDBB3+pBGB10; 2) patrón de pesos moleculares
(kDa); 3-5) fracciones del eluato de la columna de IMAC,
6) complejo SigD:FlgM-(His)6 eluído de la columna de gel
filtración; 7) FlgM-(His)6 eluído de la columna de gel filtración.
B) Análisis de las proteínas mediante Western blot. Las
muestras analizadas son las mismas que en A.

39.2

21.5

       1        2         3         4          5          6          7

26.6

A

14.4

39.2

21.5

       1        2         3         4          5          6           7

26.6

B

14.4

Un hecho interesante es la obtención de la proteína
SigD soluble. El factor σD se obtiene en E. coli en forma
de cuerpos de inclusión, y los intentos de concentrar la
proteína a más de 1 mg/mL llevan a la aparición de agre-
gados de la misma [17]. La presencia de SigD en forma
soluble probablemente está asociada a la coexpresión
con FlgM-(His)6 y consecuentemente, a la formación de
un complejo in vivo entre ambas proteínas. Se ha obser-
vado que el complejo SigD:FlgM es estable aún a con-
centraciones de 10 mg/mL sin que se aprecie formación
alguna de agregados (resultados no mostrados).

Todos estos resultados demostraron la formación
del complejo SigD:FlgM-(His)6 in vivo en E. coli.
Según se puede inferir, la coexpresión de FlgM-(His)6

y SigD favorece la interacción inmediata de ambas
proteínas, impide la formación de agregados insolu-
bles de SigD y mantiene el complejo soluble en la
célula de E. coli.

Resultados previos han mostrado la directa partici-
pación de FlgM en la expresión coordinada de los
genes flagelares tempranos y tardíos [9, 10]. En el
presente trabajo se mostró la interacción específica in
vivo entre el factor anti-σ FlgM y el factor σD de Bacillus
subtilis, mediante la coexpresión de ambas proteínas
en células de E. coli.

Teniendo en cuenta todo lo antes expuesto, se pue-
de afirmar que FlgM ejerce la actividad como factor
anti-σ en las células de B. subtilis mediante su interac-
ción directa con el factor σD. Esto guarda semejanzas
con los mecanismos descritos para el factor anti-σ
FlgM en S. typhimurium. De esta forma se explica
cómo el factor anti-σ FlgM regula la actividad del fac-
tor σD, impidiendo la transcripción de los genes tar-
díos de la síntesis flagelar mientras no se completa el
ensamblaje de las estructuras primarias de los flagelos.
Probablemente, al igual que ocurre en S. typhimurium,
una vez que finaliza el completamiento de las estruc-
turas flagelares basales, el factor anti-σ FlgM es
secretado al medio a través de ellas, y el factor σD libre
promueve la transcripción de los genes flagelares tar-
díos. De hecho, estudios inmunoquímicos prelimina-
res mostraron la presencia de FlgM en el sobrenadante
del medio del cultivo durante la fase estacionaria del
mismo (resultados no mostrados).

A partir de los resultados expuestos quedó evidente
que la cola de histidinas fusionada al extremo carboxilo
de FlgM no interfiere en la interacción entre el factor
anti-σ y SigD. Este hecho reviste gran utilidad en estu-
dios estructurales de la naturaleza de dicha interacción.
Asímismo, la capacidad de la proteína FlgM-(His)6 de
interactuar in vivo con SigD, abre el camino para su
empleo en posteriores estudios con vistas a esclarecer
los mecanismos moleculares de regulación del factor
anti-σ FlgM y del sistema flagelar.
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