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RESUMEN

FIgM es el factor anti-sigma especifico del factor SigD de la sintesis flagelar en Bacillus subtilis y es responsable del
acoplamiento entre la expresion de los genes tardios del sistema flagelar y el completamiento de las estructuras
primarias del flagelo. En el presente trabajo se muestra la interaccion entre el factor SigD y el factor anti-sigma
FIgM fusionado a una cola de histidina en extractos de proteinas celulares de Escherichia coli. Se copurificaron
ambos factores proteicos mediante cromatografia de afinidad. Ambas proteinas se expresaron en la misma célula
y se logré obtener in vivo un complejo estable SigD:FIgM-(His)s de forma soluble. Se discute el posible papel
biolégico de esta interaccion.
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ABSTRACT

Interaction between Bacillus subtilis SigD and the anti-sigma factor FigM-(His)s in Escherichia coli. FigM
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 FigM-(His)e in E. coli cellular protein extracts, from which both
proteins co-purify by affinity chromatography. Expressing both SigD and FlgM-(His)¢ proteins in the same cells, we
obtained a soluble and stable SigD:FlgM-(His)s complex in vivo. The possible role of this interaction is discussed.
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Introduccién

Elinicio de la transcripcién de un gen especifico estéactor regulador de la actividad del factsr(SigD) .

! ; L, . Brown KL, Hughes KT. The role of anti-o
determinado, entre otros factores, por proteinas depor lo tanto, de la expresion de los genes flagelar@stors in gene regulation. Mol Microbiol
unioén al ADN que interactGan directamente con laardios [9-11]. 1995;16:397-404.
region promotora del gen. Recientemente se han de_s-EI factor antio FlgM ha sido purificad_o y caracte- 2. Hughes KT, Mathee K. The anti-sigma
crito proteinas que regulan negativamente la transizado a partir de la expresion recombinante del ge‘z%clfogz Annu Rev Microbiol 1998;52:
cripcién por su interacciéon directa con factoredlgM enE. coli[12]. Los resultados obtenidos a partir™ ™
sigma @) especificos, designandose como factoredel entrecruzamiento quimi¢orosslinking)electro- 3. Kutsukake K. Excrefion of the anti-o fac-
anti-o [1]. Esto afiade un nuevo nivel de regulaciérioresis en geles de poliacrilamida no desnaturaIizant§f§J;|*‘ers°;‘|g;‘eﬁuﬁ";g:!“erxsfe*’sss};‘;cwigﬁ
transcripcional de la expresion génica por la inhibiy cromatografia de exclusion molecular, demostraroifugellar assembly in Salmonella typhimu-
cién de factores que son especificos. que FIgM es un dimero en solucién. Ademas, se demgim- Mol Gen Genet 1994,243:605-12.

L_os fac_tores ante se_definen por su habilidad tr6 quein vi_tro FlgM forma_un co_mplejo estable conla4. iyoda s, Kutsukake K. Molecular
de impedir al factoo unirse al ntcleo de la ARN proteina SigD, en el cual intervienen una molécula désiecﬁ;naﬂhfesfh’:gellur’rSfpec’:ficarjﬁ-o
polimerasa. Como resultado de esta accion, se inhibada especie dando lugar a un heterodimero de aprogf g et of 1995.249.417.24
la transcripcién a partir de un grupo de promotoresiadamente 40 kD [12]. 5 b AL Losick B Th .

H H FAN H Zlici : s : : . Decatur AL, Losick R. Three sites o
cuyas secuencias son reconocidas nicamente porMediante analisis de transcripcitmvitro a partir 2 Lo e o Bacillos subtilis
el factoro con el cual el ante interactlia directa- de promotores dependientes de SigD, se ha demostianscription factor o* and its anti-a factor
mente [2]. do que FIgM inhibe el inicio de la transcripcion sola-SpollAB. Genes Dev 1996;10:2348-58.

Los detalles del mecanismo molecular de accidmente si esta presente antes de dicho factor. Una Vigzpaughdrill GW, Hanely LH, Dahlquist
de los factores anti-no han sido aun esclarecidos,formado el complejo de la holoenzima, FlgM no e§W}TheF|C-ARermir;°!hu'fogfhe uvﬁ-sigryll_ﬂ

. .. . oy S e . . .z r n n nam -
no obstante se sabe que ejercen su actividad peapaz de inhibir el inicio de la transcripcion [13]. brivm solufion structure favering helical
interacciones proteina-proteina altamente especifi- En el presente trabajo se utiliza la proteina FlgMonformations. Biochemistry 1998;37:
cas [3-6]. fusionada a una cola de histidina (FlgM-(Kjispe  '07¢-82:

El factor antio FIgM fue descrito inicialmente en muestra la interaccion entre SigD y FIgM-(High 7. Gillen KL, Hughes KT. Molecular
Salmonella typhimuriuraomo regulador negativo del extractos de proteinas totalesEeherichia coliy se ~ characterization of flght, a gene encoding

28 H P . T . .. a negative regulator of flagellin synthesis
factoro®® (FliA) especifico para la sintesis flagelaremplea la cromatografia de afinidad (IMAC) paran saimonella typhimurium. J Bacteriol
[7, 8]; posteriormente se demostré que éste interactparificar el complejo formado. Posteriormente, am1991:173:6453-59.
con FliA formando un complejo e_s}able [6]. !Enbas proteinas se coexpresaronEercoliy se 10gré g ohnishik, kutsukake K, Susuki H, lino
Bacillus subtilisse ha descrito también la proteinaobtener y purificar el complejo SigD:FIgM-(His0-  T. A novel transcriptional regulatory
echanism in the flagellar regulon of

FIgM,y se ha podld_o esyablecer_que al |gu_al que sluble_y estab_lg. Se discute la relevancia biolégica dg;- ="~ tyhimurium. an anfi sigma
homoélogo ers. typhimuriuntonstituye el principal esta interaccion. factor, o*. Mol Microbiol 1992;6:3149-57.



Beatriz Gonzdlez Interaccién in vivo entre a® y FigM

Materiales y Métodos SigD:FlgM-(His) se purificé por cromatografia de
. o exclusion molecular en FPLC con una columna

Cepas bacterianas y plasmidos Superosa-12 HR 10/30 con solucién tampén TMC.

La cepa dé&.coliDH5a [14] fue usada para la multi-  Muestras del complejo purificado se analizaron

plicacion y purificacion de los plasmidos empleadosposteriormente mediante entrecruzamiento quimico
y la cepa BL21(DES3) [15] se us6 exclusivamente parécrosslinking) con el reactivo homobifuncional
la expresion de los gen#igM y sigD, que codifican disuccinimidil suberato (DSS), (Sigma, EE.UU.) en
para las proteinas FIgM y SigD respectivamente. Ldas mismas condiciones utilizadas por Bertero y cola-
genes fueron clonados en vectores de la serie pEBbradores [12]. La velocidad de formacion del com-
(Novagen, EE.UU.) que usa el sistema de expresi@iejo se evalu6 cualitativamente; para ello, cantidades
regulado por el promotor del fago T7. Este sistema dequivalentes de ambas proteinas purificadas por se-
expresion permite la obtencion de altos niveles de prparado se mezclaron e inmediatamente se trataron con
teinas recombinantes [15]. La proteina FIgM se obti®SS. Los productos de todas las reacciones se anali-
ne fusionada a una cola de 6 histidinas en su extrermaron por SDS-PAGE al 15%.
carboxilo, que facilita su purificacion con IMAC [16]. . . . )
Los plasmidos utilizados en el trabajo se describefopurificacién de SigD y FlgM-(His)e a través
a continuacion: de IMAC
« pDBB3: PT7flgM Amp', derivado del pET22b+ Para extraer las proteinas totales de las células de la
[13]. cepa deE. coli BL21(DE3) transformada con el 9. Mirel DB, Laver P, Chamberlin MJ.

Identification of flagellar synthesis regula-

» PBGB10: PT7sigD- Ter T7, Cm, derivado del plasmido pYFC-11, se partid de dos cultivos de 50 My, and structural genes in a o® depen-

pACYC184 (construido en este trabajo). Las células se colectaron por centrifugacion, se resugnt operon of Bacillus subtilis. J Bacteriol
* PYFC-11: PT7sigD Amp,, derivado del pET11la pendieron en5 mL de clorhidrato de guanidina 6 M ef??4:17¢:4492-500.
[17]. solucion tampén TMC y se incubaron a temperaturao. Caramori T, Barilla D, Nessi C, Sacchi

. o . ambiente por 1 h con agitacion. La suspensidn deGalizz A. Role of FlgM in 6°-dependent
Expresion y purificacion de FlgM-(His)e centrifugd a temperatura ambiente durante 15 min gi:;rap;;s;é??ﬁ;sﬁﬁ{’r;.SUb“hs' !
La proteina FIgM-(His)se expreso a partir de la cepa6 000 rpm y el sobrenadante del extracto de las pro- . .
BL21(DE3) transformada con el plasmido pDBB3 yteinas celulares se dializ6 contra 1 L de tampén TM{,ﬂi-nf{f,;’f,';';U'f;,g‘f':;‘;%"o’cﬁ;ify[gmi,‘;
se purificd mediante IMAC siguiendo el procedimientodurante toda la noche a 4 °C. El extracto dializado $sence restores motility to a sinR mutant.
descrito por Gonzalez y colaboradores [18]. Las fragentrifugd a 15 000 rpm durante 15 min a 4 °C, pargbocteriol 199¢;178:7010-13.
ciones que contenian la proteina se unieron y dializar@eparar todo el material precipitado y posteriormente. sertero MG, Gonzdlez B, Tarricone C,
contra la solucién tamp6n TMC (Tris-HCI 10 mM se dividi6 en dos porciones. Una de ellas se incutfgcilioniF Galizzi 2 Overproduction and

characterization of the Bacillus subtilis

pH 8,0, MgC}10 mM, NaCl 150 mM). Se usd un durante 1 h con 2 mg de la proteina FIgM-(HiB®-  anti-sigma factor Figh. J Biol Chem

sistema Centricon-3 de Amicon. viamente purificada por IMAC y la otra fraccion se1999:23:12103-7.
Exoresion rificacion del factor G° usé como control. Ambas frac_:c_:lon_e,s. se sometieron & guiiiq . Regolazione dell"espressione
p ypu mismo procedimiento de purificacion por IMAC.  dei geni coinvolti nella biosintesi del

La proteina SigD se expres6 en las células de BL21(DE3) Para realizar IMAC, 1 mL de resina ProbBfidc- ~ flegello in Bacillus subtilis [disssertation].
alia: Universita degli Studi Pavia; 1995.

transformadas con el plasmido pYFC-11 y se purifitivada con NiCJ se equilibré previamente con solu- _
c6 de acuerdo al método descrito por Chen y Helmaraion tampén TMC. El material adsorbido en la columngd#: Hanahan D. Studies on transforma-

. . L L. f Escherichil li with pl ids. J Mol
[17], para posteriormente ser utilizada en el ensayse lavé con 20 mL cada vez de: TMC, imidazol 10 MMsis| 1983,166.557.9. &

de unioénin vitro a FigM-(His). en TMC e imidazol 50 mM en TMC. La elucion se 4

. ) realizo con 3 mL de imidazol 350 MM €N TMC Y bt W Ues ot rey RuA s
A““"F‘ls de las proteinas expresadas posteriormente se lavo la columna con imidazol 1 Mase to direct expression of cloned genes.
y purificadas en TMC. Las proteinas eluidas se analizaron por SD&gthods Enzymol 1990;185:60-89.
Las proteinas purificadas se analizaron por electrd?AGE al 15%. 16.Yip TT, Hutchens TW. Immobilized me-
foresis SDS-PAGE al 15% en condiciones desnatu- . . ) . tal ion affinity chromatography. In:
ralizantes. Para los andlisis inmunoquimicos poFoexpresion de FlgM-(His)e y SigD en E. coli molocolar biology: practical protein

Western blot, las proteinas separadas por SDS-PAGH fragmentoBgl II-EcoRV de 990 pb del pYFC-11 ;hmma'ogmpb%;;*%w?r1';‘ew]l7ef357>'f
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond lie contiene el promotor T7 seguido del gigy el mene Tresss 777 ol 11 P12t
segun Towbin y colaboradores [19].ibanunoidenti-  terminador del fago T7, se subclonaron en el vector.Chen YF, Helmann JD. The Bacillus
ficacion de las proteinas se realiz6 utilizando anticuepACYC184 [20] en los sitios de restricciBarH| y g’f;’r’;fr:'rj’fgf':; 'jgﬂg:’ﬁnp;f;':'s";d
po policlonal obtenido a partir de suero de conej&cadRV. Con el pladsmido obtenido, pBGB10, se tranSeNA-binding properties. J Mol Biol 1995;
inmunizado con los péptidos NPYQKNYDKQAVQK formé la cepa BL21(DE3) portadora del plasmidg?49:743-53.

y KNMINFYKKQ), que corresponden respectivamen-pDBB3 que expresa el géigM. La cepa cotransfor- 18.Gonzslez BG, Ceciliani F. Galizzi A.
te a los residuos del 12 al 25 y del 79 al 88 de lmada se cultivo y la induccién de la expresion de anﬁmm at Izw ;emper%i\re suppresses
secuencia aminoacidica de FIgM [9]. Los filtros sebas proteinas, FIgM-(Hisy SigD, se llevl a cabo de goring the sxpression of Basillue subfili

trataron de acuerdo con las indicaciones del sistenaguerdo al método descrito por Gonzalez y colabor#gM gene in Escherichia coli. J Biotechnol

ECL (Amersham-Pharmacia-Biotech, Suecia). dores [18]. Las células colectadas por centrifugacioff Pess-
L . se lisaron por ultrasonido y la fracciéon soluble de la$s.Towbin H, Staehelin T, Gordon J.
Ensqyo de unién in vitro entre SIgD proteinas totales se sometié a IMAC de acuerdo C(ﬁfcfroforeﬁc transfer of protein from
H .. . . . olyacrilamide gels to nitrocellulose sheets:
y FlgM-(His)s el procedimiento descrito en el epigrafe anterior. Lalocedure and some apphications. Proc

Los ensayos de union se realizaron en solucién tarfracciones con las dos proteinas SigD y FIgM-(His)Netl Acad Sci USA 1979,76:4350-5.
pc')_n TMC con cantid_ades equimolares de SigD y FlgMse unieron y concentraron. Las proteinas se repU(i’fi'o,Chung ACY, Cohen SN. Construction
(His)s a concentraciones de 2|@g/mL y 75pg/mL  caron posteriormente por una columna de exclusmnuli char%c;‘irizlarion °fh°7"pzﬁub|§
. : z . : 2multicopy cloning vehicles derive:
respectivamente. La mezcla se incub6 durante 10 minolecular FPLC Superosa-12 HR 10/30 en soluci6fj, " cryptic miniplasmid. J Bacteriol

a 25 °C y se mantuvo durante 12 h 4 °C. El complejampén TMC. 1978;134:1141-56.
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Coexpresion de FlgM-(His)s y SigD en E. coli

L . . Los resultados mostraron que se obtuvieron altos ni-
Interaccién in vitro entre SigD y FIgM-(His)s veles de expresion de las proteinas SigD y FlgM-
Las proteinas SigD y FlgM-(Hisformaron un com- (His)s (carril 1) enE. coli (Figura 3). El complejo
plejo estable que eluy6 de la columna de gel filtracié8igD:FIgM-(His) se encontro en la fraccién soluble,
en un volumen de 13-14 mL (datos no mostradosile donde se purificé mediante IMAC (carriles 3-5).
similar a lo publicado para la proteina FIgM [12]. La cromatografia de exclusion molecular permitié

Como se muestra en la Figura 1, el complejo purseparar en dos fracciones las proteinas purificadas
ficado SigD:FIgM-(His} migré a una altura aproxima- por IMAC. Una fraccion mayoritaria correspondio al
da de 40 kD (carril 2), que se corresponde con ucomplejo SigD:FIgM-(His)(carril 6) y otra minorita-
heterodimero, tal y como se demostrd para el compleia correspondié a FlgM-(Hisjcarril 7).
jo FlgM:SigD [12]. El andlisis por Western blot de estas mismas mues-

En el caso que se mezclaron ambas proteinas innteas (Figura 4) indico el reconocimiento de ambas pro-
diatamente antes de la incubacion con DSS, se obse&inas en las fracciones eluidas de la purificacion del
voé igualmente la formacion del complejo demostradeomplejo. Para la identificacién de las proteinas se
por la banda a la altura de los 40 kD (carril 4). Laitilizo el anticuerpo anti-FIgM debido a su actividad
interaccion de FlgM-(Hig)con SigD se comport6 de cruzada con SigD [12].
modo similar al de la proteina FIgM sin fusion a la col
de histidinas [12]

Resultados

Discusion

. . . La interaccionn vitro entre FIgM y SigD ha sido estu-

Copurificacién de SigD y FIgM-(His)s diada y caracterizada, demostrandose la formacion de

La proteina FIgM-(His)purificada mediante croma- un complejo heterodimérico con una constante de diso-

tografia de afinidad, se obtuvo con mas de 90% dsacion, Kd, estimada de 18 o menor [12].

pureza determinado por SDS-PAGE y tincion con azul FIgM-(His)s interactan vitro con SigD del mis-

de Coomasie. mo modo que ha sido descrito para FIgM [12], lo cual
El extracto deE. coli que contenia la proteina SigD sugiere que la presencia de las histidinas en el extremo

incubado con la proteina FIgM-(Higreviamente puri- carboxilo no interfiere en su actividad como factor

ficada se aplico ala columna de afinidad. En la Figura 2 sati-o. La interaccion observada entre FIgM-(Hig)

observa que ambas proteinas son retenidas en la coludigD se correspondié con la alta afinidad del complejo

na (carril 6) y son eluidas posteriormente con imidazdbrmado por FigM y SigD [12].

(carriles 7 y 8). Como control se utilizd el extracto, sin  El factora® se aislé a partir de extractos celulares

FIgM-(His)e, al que se le aplic el mismo procedimientodeE. colisolubilizados y mezclados con el factor anti-

Se observo que la proteina SigD no se retenia en la ¢dgM-(His)s previamente purificado. Ambas protei-

lumna de afinidad (Figura 2, carril 2). La proteina Sighhas fueron purificadas en un sdélo paso de cromatogra-

tampoco se hizo ver en las fracciones correspondientefade afinidad. La copurificacion de SigD con el factor

la elucion con imidazol (Figura 2, carril 3). anti-o evidencid la formacion de un complejo estable
Teniendo en cuenta el resultado anterior se procentre FigM-(His) y a® en el entorno del extracto celu-

di6 a coexpresar ambas proteinakeeoliy probarla lar deE. coli

formacion del complejo mediante la extraccion y puri- Teniendo en cuenta lo anterior y la capacidad de la

ficacion del mismo con el empleo de IMAC. cromatografia de afinidad IMAC de purificar el com-

plejo FlgM-(His)}:SigD, se decidié abordar la coex-

presién de ambas proteinasEercoliy demostrar la

L 2 3 4 5 6 interaccioénin vivo.
% A partir del cultivo de células de. coli cotrans-
» formadas con los plasmidos pDBB3 y pBGB10, se
45
$ot 1 2 3 4 5 6 7 8 9
36 I - "] 4
29
— — — —
o4 26.6 -
215 5
20
14.4 -] . -
14 it

Figura 2. Copurificacién de SigD con FlgM-(His)s. Andlisis de
las proteinas mediante SDS-PAGE al 15%. 1) extracto de

Figura 1. Interaccién in vitro entre SigD y FlgM-(His)¢. Andlisis
mediante SDS-PAGE al 15% del complejo sometido a reaccion
de entrecruzamiento quimico. 1) FigM-(His)e; 2) complejo
SigD:FlgM-(His)s tratado con DSS; 3) complejo SigD:FIgM-(His)s;
4) proteinas SigD y FIgM-(His), tratadas con DSS; 5) proteinas
SigD y FIgM-(His)e; 6) SigD.

145

proteinas totales de E. coli BL21(DE3)pYFC-11; 2) proteinas no
unidas a la columna de IMAC; 3) eluato de la columna de
IMAC con imidazol a 350 mM; 4) FigM-(His)¢; 5) extracto de
BL21(DE3)pYFC-11 + FigM-(His)s; 6) proteinas no unidas a la
columna de IMAC; 7,8) eluato de la columna de IMAC con el
complejo SigD:FlgM-(His)s; 9) patrén de peso molecular (kD).

Biotecnologia Aplicada 2002; Vol.19, Nos. 2y 3
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A Un hecho interesante es la obtencién de la proteina
1 2 3 4 5 6 7 SigD soluble. El factos® se obtiene eB. colien forma
392 R de cuerpos de inclusidn, y los intentos de concentrar la

proteina a mas de 1 mg/mL llevan a la aparicion de agre-
a gados de la misma [17]. lpgesencia d&igD en forma
2 — — - gl soluble probablemente esta asociada a la coexpresién
» con FlgM-(His} y consecuentemente, a la formacién de
un complejan vivoentre ambas proteinas. Se ha obser-
vado que el complejo SigD:FIgM es estable aln a con-
centraciones de 10 mg/mL sin que se aprecie formacion
alguna de agregados (resultados no mostrados).

Todos estos resultados demostraron la formacion
fra— — — S del complejo SigD:FIgM-(His)in vivo enE. coli.
Segun se puede inferir, la coexpresion de FIgM-gHis)
y SigD favorece la interaccién inmediata de ambas
proteinas, impide la formacién de agregados insolu-
bles de SigD y mantiene el complejo soluble en la
célula deE. coli.

Resultados previos han mostrado la directa partici-
392 pacion de FIgM en la expresion coordinada de los
genes flagelares tempranos vy tardios [9, 10]. En el
presente trabajo se mostro la interaccion espedifica

== - GEp = vivoentre el factor ant-FIgM y el factoro® deBacillus
subtilis mediante la coexpresion de ambas proteinas
en células d&. coli.

215 Teniendo en cuenta todo lo antes expuesto, se pue-
de afirmar que FIgM ejerce la actividad como factor
anti-o en las células d&. subtilismediante su interac-

14.4 cion directa con el factar®. Esto guarda semejanzas

== 4D TED T G St con los mecanismos descritos para el factor @anti-

FIgM en S. typhimuriumDe esta forma se explica

cémo el factor ants FIgM regula la actividad del fac-

tor a®, impidiendo la transcripcion de los genes tar-

dios de la sintesis flagelar mientras no se completa el

215

14.4

26.6

Figura 3. Coexpresion de SigD y FlgM-(His)s en E. coli.
Formacién del complejo in vivo. A) Andlisis de las proteinas

mediante SDS-PAGE al 15%. 1) proteinas totales de E. coli ensamblaje de las estructuras primarias de los flagelos.

BL21(DE3)pDBB3+pBGB10; 2) patrén de pesos moleculares Probablemente, al igual que ocurreSetyphimurium,

55‘32’413i32f2?°8°£e;d7;§)ugzgeo'g;;gucg]g; de IMAC, una vez que finaliza el completamiento de las estruc-
H - 6 e

filtrcciépn; I7) FIgM-(ﬂis)(, eluido de la columna de gel fil?rucién. turas flagelares _basales,’ el factor antFIgl\/_I €s

B) Andlisis de las proteinas mediante Western blot. Las secretado al medio atraves de ellas, y el facttibre

muestras analizadas son las mismas que en A. promueve la transcripcién de los genes flagelares tar-

dios. De hecho, estudios inmunoquimicos prelimina-
obtuvieron altos niveles de ambas proteinas, mayoes mostraron la presencia de FIgM en el sobrenadante
ritariamente solubles, las cuales fueron copurificadadel medio del cultivo durante la fase estacionaria del
por IMAC. mismo (resultados no mostrados).

Resaltan en estos resultados los mayores nivelesA partir de los resultados expuestos quedo evidente
de acumulacién de FlgM-(Hispbtenidos, los cua- que la cola de histidinas fusionada al extremo carboxilo
les son explicables de acuerdo al mayor nimero dke FIgM no interfiere en la interaccion entre el factor
copias del plasmido pDBB3 con relacién al deknti-oy SigD. Este hecho reviste gran utilidad en estu-
pBGB10 [20]. dios estructurales de la naturaleza de dicha interaccion.

Con los resultados mostrados se demostré que Asimismo, la capacidad de la proteina FlgM-(Hi
complejo SigD:FlgM-(Hisy extraido de las células interactuarin vivo con SigD, abre el camino para su
deE. coli, puede ser purificado por IMAC. Median- empleo en posteriores estudios con vistas a esclarecer
te cromatografia de exclusién molecular, se obserdés mecanismos moleculares de regulacion del factor
la elucién del complejo en el volumen corresponanti-oc FIgM y del sistema flagelar.
diente a 13-14 mL coincidente con el volumen al qui ..
eluye el complejo formada vitro; ademas, se obtu- gradecimientos
vo un segundo pico correspondiente a FlgM-(His)Agradezco a Daniela Barilla y John Helmann por faci-
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