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RESUMEN
El presente trabajo muestra el desarrollo de una metodología para la identificación de genes mutantes del factor
anti-sigma FlgM imposibilitados en su interacción con el factor sigma SigD. Esta metodología se basa en el desarrollo
de una cepa de Bacillus subtilis con el gen de la cloranfenicol acetil transferasa, cat, bajo el control de un promotor
dependiente del factor sigma SigD integrado en su genoma. La funcionalidad de la cepa bacteriana construída, y
su utilidad para identificar mutantes del gen flgM, se comprobó mediante una mutagénesis in vitro con hidroxilamina
de un plásmido que contiene el gen flgM, seguida de la transformación de la cepa con los plásmidos mutados y la
selección de los mutantes en cloranfenicol.
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ABSTRACT
Development of Bacillus subtilis strain suitable to test FlgM mutants which are not able to interact with
the sigma factor SigD. The present work shows the development of a methodology for the identification of
mutant forms of the anti-sigma factor FlgM, which are not able to interact with the sigma factor SigD. This methodology
is based upon the development of a Bacillus subtilis strain with chloramphenicol acetyl transferase (cat) gene under
the control of σD dependent promoter integrated in its genome. The functionality and utility of the constructed
bacterial strain to identify mutants of the flgM gene, was demonstrated by in vitro mutagenesis with hydroxylamine
of a plasmid containing the flgM gene, followed by the strain transformation with the pool of modified plasmids
and the mutants selection on plates with cloranphenicol.

Keywords: anti-sigma, factor, mutagenesis, FigM, interaction

Introducción
En el estudio de las interacciones entre factores sigma
y anti-sigma ha sido esencial la identificación de las
regiones o los residuos aminoacídicos implicados en
las mismas. Para ello, la obtención de mutantes de
estas proteínas y el análisis de cómo las mutaciones
afectan dichas interacciones, es de suma importancia.
De esta forma han sido caracterizadas molecularmen-
te las interacciones presentes en los complejos
SpoIIAB- σF, σ32-ARNP y FlgM-σ28 [1, 2, 3, 4, 5].
Mediante el estudio de mutantes del factor anti-sigma
FlgM de S. typhimurium, se ha sugerido que la región
comprendida entre los residuos 41 al 97 de FlgM se
haya en contacto directo con la región 4 de σ28 [6, 7].
Recientemente han sido identificados los residuos L66,
I82 y S85 como importantes para la actividad in vivo
de FlgM [8].

En B. subtilis se ha descrito también la proteína
FlgM como factor anti-sigma, que al igual que su ho-
mólogo en S. typhimurium, ejerce una función
reguladora sobre la expresión de los genes flagelares
tardíos [9, 10, 11]. El factor anti-sigma FlgM interactúa
con el factor σD (SigD) in vitro e in vivo formando un
complejo heterodimérico estable [12, 13].

Los resultados de los estudios de proteólisis par-
cial del factor anti-sigma FlgM de B. subtilis [12],
sugieren una diferencia en cuanto a la organización
estructural de esta proteína con relación a su homó-
logo de S. typhimurium [8]. En ausencia de informa-

ción estructural sobre el factor anti-sigma FlgM de
B. subtilis, la obtención de mutantes deficientes en
su capacidad de interactuar con SigD, resulta un mé-
todo útil para descifrar cuáles son las regiones o resi-
duos aminoacídicos de FlgM involucrados en su
mecanismo de acción. Esto implica necesariamente
contar con un sistema genético eficiente que permita
la identificación de los mismos [14].

La existencia de mecanismos de recombinación
homóloga eficientes en B. subtilis y el desarrollo de
bacteriófagos transductores especializados, han
permitido desarrollar sistemas genéticos útiles para
el estudio de diversas funciones celulares [15, 16,
17]. En este estudio, para poder identificar los
mutantes del factor anti-sigma FlgM, se ha desa-
rrollado una metodología para construir cepas de
B. subtilis que contienen integrado en el genoma el
gen de la cloranfenicol acetil transferasa (cat) bajo
el control del promotor PfliDST dependiente de σD

[18], y que permite evaluar la actividad del gen
flgM de acuerdo a los niveles de resistencia a
cloranfenicol.

Materiales y Métodos
Las cepas y fagos de B. subtilis, y los plásmidos utili-
zados en este trabajo se reflejan a continuación:

B. subtilis PB5223: trp+ phe+ SPβc2∆2::Tn917::
pSK10∆6 [15].
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B. subtilis PB5148: trpC2 phe-1 flgM∆80 [19].
B. subtilis PB5223-SP16: trp+ phe+ SPβ3-16 (este

trabajo).
B. subtilis PB5148-SP2: trpC2 phe-1 flgM∆80 SPβ3-

16 (este trabajo).
El fago SPβ3-16: SPβc2∆2::Tn917:(PfliDST-cat-

lacZ) Neor (este trabajo).
Los plásmidos:
pFli-224: Cmr , PfliDST-lacZ [20]
pJPM122: Ampr cat, lacZ Neor Ori ColE1(pBR322)

[16]
pBGB3: Ampr Neor Ori ColE1(pBR322) PfliDST-

cat-lacZ (este trabajo)
pDBflgM: Pspac-flgM lacI Bler Neor, Ampr, deriva-

do del pDG148 [10]
La cepa de E. coli DH5α [21] fue usada para la

multiplicación y purificación de los plásmidos em-
pleados y fue propagada en medio LB. Las cepas de
B. subtilis se cultivaron en Caldo Nutriente (NB) a 13
g/L (Oxoid), y las transformaciones plasmídicas se
realizaron de acuerdo al método de Hoch [22]. Para la
obtención de los lisados del fago SPβ, se cultivaron las
cepas de B. subtilis en medio 2xYT [23].

Construcción de las cepas de B. subtilis
El fragmento de ADN de 244 pb que contiene el pro-
motor PfliD dependiente de SigD obtenido mediante
digestión EcoRI-BamHI a partir del plásmido pFli-
224 fue insertado en los sitios EcoRI y BamHI del
pBS(KS+) (Stratagene, GenBank #52327), y poste-
riormente este fragmento fue subclonado en el vector
de fusión transcripcional pJPM122 utilizando los si-
tios HindIII y BamHI. El plásmido resultante,
pBGB3, previamente digerido con la enzima ScaI fue
utilizado para transformar la cepa de B. subtilis
PB5223, seleccionando los transformantes por resis-
tencia a neomicina a 5 µg/mL. El plásmido pJPM122
porta el gen lacZ y secuencias del plásmido pBR322
que permiten su integración por recombinación
homóloga en el profago SPβc2D2::Tn917::pSK10∆6
que se encuentra en la cepa lisógena de B.subtilis
PB5223. El profago recombinante obtenido de esta
forma se denominó SPβ3-16 y la cepa lisógena de B.
subtilis, PB5223-SP16.

Para obtener los lisados del fago SPβ3-16, la cepa
PB5223-SP16 fue cultivada a 37 ºC en 10 mL de me-
dio 2xYT hasta alcanzar un valor de densidad óptica
(DO525) de 0,9-1,0 y luego fue calentada a 52 ºC du-
rante 5 min. La incubación posterior a 37 ºC se mantu-
vo hasta que la DO525 del cultivo se redujo a valores de
0,2-0,3. El lisado de SPβ3-16 fue clarificado mediante
centrifugación a 5 000 g y filtración a través de mem-
branas de nitrocelulosa con un poro de 0,45 µm para
ser posteriormente conservado a 4 ºC.

La cepa PB5148-SP2 que contiene el profago
SPβ3-16 fue generada mezclando células en fase
exponencial con el lisado del fago en una baja pro-
porción de infección, e incubadas durante 15 min a
37 ºC con agitación suave. Posteriormente las célu-
las se vertieron sobre placas de medio NB con
neomicina a 5 µg/mL [15]. Los transformantes re-
sistentes a neomicina fueron analizados por sus ni-
veles de resistencia a cloranfenicol y se seleccionaron
aquellas colonias que crecieron a concentraciones
de 10 µg/ml.

Mutagénesis de flgM
Para realizar la mutagénesis in vitro del gen flgM, el
plásmido pDBflgM fue incubado con hidroxilamina
a 0,4 M, pH 6 durante 24 h a 37 ºC [24]. El plásmido
fue posteriormente dializado contra tampón TE (Tris
10 mM, EDTA 1mM, pH 8) y precipitado con etanol
absoluto. La cepa de B. subtilis PB5148-SP2 fue
transformada con el plásmido pDBflgM mutageni-
zado. Los transformantes se seleccionaron en placas
con neomicina a 5 µg/mL y posteriormente se anali-
zaron los niveles de resistencia a cloranfenicol a 1, 2,
5 y 10 µg/mL.

Resultados y Discusión

Construcción de cepa de B. subtilis para
identificar mutantes del factor anti-sigma FlgM
Para generar el plásmido pBGB3, se realizó la fusión
transcripcional de los genes cat y lacZ al promotor
P fliDST [25]. La cepa PB5223 se transformó con el
plásmido pBGB3 (Figura 1). Este plásmido no posee
origen de replicación de B. subtilis, pues está diseñado
para integrarse en el genoma de la bacteria por recom-
binación homóloga entre las secuencias del gen lacZ y
del plásmido pBR322 que están presentes en el
profago SPβc2∆2::Tn917::pSK10∆6. La cepa lisógena
PB5223 posee el aparato flagelar intacto, por lo que
era de esperar que las colonias transformantes desa-
rrollaran bajos niveles de resistencia a cloranfenicol.
Para probar esto, las colonias seleccionadas en
neomicina a 5 µg/ml fueron cultivadas en diferentes
concentraciones de cloranfenicol: 1, 2 y 5 µg/mL. El
50% de las colonias crecieron en las placas con 1 y 2
µg/mL. El resto de las colonias no crecieron. Los nive-
les de resistencia a cloranfenicol se correspondieron
con la actividad del factor anti-sigma FlgM, y como
consecuencia, los niveles de expresión a partir de los
promotores dependientes de σD fueron más bajos que
en ausencia de FlgM [10].

De una de las colonias resistentes a cloranfenicol a
1 y 2 µg/mL (cepa PB5223-SP16) se obtuvo un ex-
tracto que contiene el fago SPβ3-16 y con él se infectó
la cepa PB5148, mutante de flgM.

Las colonias transformantes cultivadas en neomicina,
se probaron en concentraciones de cloranfenicol desde
1 µg/mL hasta 10 µg/mL (Figura 2). Los resultados
mostraron que la mayor parte de las colonias fueron
resistentes a niveles de 5 y 10 µg/mL respectivamente
(Figura 2, placas 4 y 5). Estos niveles de resistencia

SPβ

ISca

SPβ

PB5223

Tn917’ lacZAmp
r

Tn917’

ScaI

Amp
r

Neo
r

 pBGB3

PfliDST

cat lacZ Amp
r

Figura 1. Esquema de la construcción del profago SPβ3-16.
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fueron mayores que los observados en la cepa PB5223-
SP16 (Figura 2, placas 2 y 3, colonia +) y respondieron
a la ausencia de FlgM [10]. De las colonias analizadas
se escogió la número 2 para ser utilizada en el análisis
de los mutantes y se denominó: PB5148-SP2.

Mutagénesis de flgM
Con vistas a probar la factibilidad de usar las cepas
desarrolladas para identificar mutantes de FlgM afecta-
do en su interacción con SigD se realizó la mutagénesis
in vitro con hidroxilamina del plásmido pDBflgM. Este
plásmido contiene el gen flgM bajo el control del pro-
motor spac, inducible por IPTG [26]. La cepa de B.
subtilis PB5148-SP2 fue transformada con la prepara-
ción del plásmido pDBflgM sometida a la mutagénesis.
Alrededor de 200 colonias resistentes a neomicina fue-
ron seleccionadas. Estas colonias se analizaron por su
habilidad de crecer en placas con cloranfenicol a 10 µg/
mL en presencia de IPTG a 1 mM. Previamente se
había demostrado que la cepa PB5148-SP2 transfor-
mada con el plásmido pDBflgM sin mutar crecía sólo
en placas con 1 µg/mL de cloranfenicol e IPTG a 1 mM
(resultado no mostrado). Estudios previos indican que
los niveles de expresión del gen lacZ bajo el control de
promotores dependientes de σD aumentan hasta 10 ve-
ces en ausencia del gen flgM [10]. En las colonias trans-
formantes que contengan el gen flgM mutado de modo
que inactive su capacidad de interacción con σD, ocurre
la transcripción a partir del promotor PfliDST y con ello
los niveles de resistencia a cloranfenicol correspondien-
tes a la cepa PB5148-SP2 sin transformar con el
plásmido pDBflgM. De las 200 colonias obtenidas,
sólo 18 fueron capaces de crecer en presencia de IPTG
a 1 mM y cloranfenicol a 10 µg/mL.

A partir de que los niveles de resistencia a
cloranfenicol exhibidos por la cepa PB5223-SP16 en
condiciones normales de expresión del gen flgM son
de 1-2 µg/mL y teniendo en cuenta el comportamiento
de la cepa PB5148-SP2 (Figura 2), se puede garanti-
zar la factibilidad de obtener mutantes de FlgM impo-
sibilitados de interactuar con SigD, mediante
mutagénesis in vivo de la cepa PB5223-SP16.

La aplicación de esta metodología permitirá contar
con un repertorio de genes mutados del factor anti-
sigma FlgM, y su posterior análisis revelará los resi-
duos aminoacídicos de la proteína, involucrados en su
interacción con el factor sigma SigD. Con la metodolo-
gía descrita en este trabajo podríamos también obte-
ner mutantes del factor sigma SigD insensibles a la
interacción con FlgM y que no se afecten en su activi-
dad. Además, permitiría buscar e identificar mutantes
no sólo de FlgM sino también de otros factores que
compitan con SigD por su interacción con FlgM y que
sería un conocimiento muy valioso en el esclareci-
miento de los mecanismos propios de regulación del
factor anti-sigma FlgM.

Estos estudios complementarán de forma decisiva
los resultados obtenidos hasta el momento, y ayuda-
rán a la mejor comprensión de los mecanismos de las
interacciones proteína-proteína que median la regula-
ción de los factores sigma alternativos por los factores
anti-sigma y el papel de estos como reguladores nega-
tivos de la transcripción.
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Figura 2. Evaluación de la resistencia a cloranfenicol de la cepa PB5148 infectada con el SPβ3-16 a diferentes concentraciones del
antibiótico como se muestra en la figura. Como control (+) se usó la cepa PB5223-SP16.
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