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RESUMEN

El presente trabajo muestra el desarrollo de una metodologia para la identificaciéon de genes mutantes del factor
anti-sigma FIgM imposibilitados en su interaccién con el factor sigma SigD. Esta metodologia 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 construida, y
su utilidad para identificar mutantes del gen flgM, se comprobé mediante una mutagénesis in vitro con hidroxilamina
de un plasmido que contiene el gen figM, seguida de la transformacién de la cepa con los plasmidos mutados y la
seleccién 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 FigM, 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 s® 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.
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Introduccién

En el estudio delasinteracciones entre factoressigma
y anti-sigma ha sido esencial laidentificacion de las
regiones o los residuos aminoacidicos implicados en
las mismas. Para ello, la obtencién de mutantes de
estas proteinas y el andlisis de como las mutaciones
afectan dichasinteracciones, es de sumaimportancia.
De estaformahan sido caracterizadas mol ecularmen-
te las interacciones presentes en los complejos
SpollAB- s, s*-ARNP y FigM-s* [1, 2, 3, 4, 5].
Mediante el estudio de mutantesdel factor anti-sigma
FIgM de S. typhimurium, se hasugerido quelaregién
comprendida entre los residuos 41 al 97 de FIgM se
haya en contacto directo con laregion 4 des® [6, 7].
Recientemente han sido identificados | osresiduos L 66,
182 y S85 como importantes parala actividad in vivo
de FIgM [8].

En B. subtilis se ha descrito también la proteina
FIgM como factor anti-sigma, que al igual que su ho-
mologo en S. typhimurium, ejerce una funcion
reguladora sobre la expresion de los genes flagelares
tardios[9, 10, 11]. El factor anti-sigmaFIgM interacta
con el factor s® (SigD) in vitro ein vivo formando un
complejo heterodimérico estable[12, 13].

L os resultados de | os estudios de protedlisis par-
cial del factor anti-sigma FIgM de B. subtilis [12],
sugieren una diferencia en cuanto ala organizacién
estructural de esta proteina con relacion a su homo-
logo de S. typhimurium[8]. En ausenciadeinforma-
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cion estructural sobre el factor anti-sigma FIgM de
B. subtilis, la obtencion de mutantes deficientes en
su capacidad de interactuar con SigD, resultaun mé-
todo Util paradescifrar cudles son lasregiones o resi-
duos aminoacidicos de FIgM involucrados en su
mecanismo de accion. Esto implica necesariamente
contar con un sistema genético eficiente que permita
laidentificacion delos mismos[14].

L a existencia de mecanismos de recombinacion
homologa eficientes en B. subtilisy el desarrollo de
bacteri6fagos transductores especializados, han
permitido desarrollar sistemas genéticos Utiles para
el estudio de diversas funciones celulares [15, 16,
17]. En este estudio, para poder identificar los
mutantes del factor anti-sigma FIgM, se ha desa-
rrollado una metodologia para construir cepas de
B. subtilis que contienen integrado en el genomael
gen delacloranfenicol acetil transferasa (cat) bajo
el control del promotor Pyipsr dependiente de s®
[18], y que permite evaluar |la actividad del gen
flgM de acuerdo a los niveles de resistencia a
cloranfenicol.

Materiales y Métodos

Lascepasy fagosdeB. subtilis, y los plasmidos utili-
zados en este trabajo se reflgjan a continuacion:

B. subtilis PB5223: trp* phe* SPbc2D2::Tn917::
pSK10D6 [15].
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B. subtilis PB5148: trpC2 phe-1flgMD80[19].

B. subtilis PB5223-SP16: trp* phe” SPb3-16 (este
trabajo).

B. subtilis PB5148-SP2: trpC2 phe-1 flgMD80 SPb3-
16 (este trabajo).

El fago SPb3-16: SPbc2D2::Tn917:(PfliDST-cat-
lacZ) Neo' (este trabajo).

Los plasmidos:

pFli-224: Cm', PfliDST-lacZ [20]

pJPM122: Amp' cat, lacZ Neo" Ori ColE1(pBR322)
[16]

pBGB3: Amp' Neo" Ori ColE1(pBR322) PfliDST-
cat-lacZ (estetrabajo)

pDBflgM: Pspac-flgM lacl Bl€ Neo', Amp', deriva-
do del pDG148 [10]

La cepa de E. coli DH5a [21] fue usada para la
multiplicacién y purificacion de los plasmidos em-
pleados y fue propagada en medio LB. Las cepas de
B. subtilis se cultivaron en Caldo Nutriente (NB) a13
g/L (Oxoid), y las transformaciones plasmidicas se
realizaron de acuerdo al método de Hoch [22]. Parala
obtencion deloslisadosdel fago SPb, secultivaronlas
cepasdeB. subtilisen medio 2xY T [23].

Construccién de las cepas de B. subtilis

El fragmento de ADN de 244 pb que contiene el pro-
motor Py, dependiente de SigD obtenido mediante
digestion EcoRI-BamHI a partir del plasmido pFli-
224 fue insertado en los sitios EcoRI y BamHI del
pBS(K S+) (Stratagene, GenBank #52327), y poste-
riormente este fragmento fue subclonado en el vector
de fusion transcripcional pJPM 122 utilizando los si-
tios HindlIl y BamHI. El plasmido resultante,
pBGB3, previamente digerido con laenzimaScal fue
utilizado para transformar la cepa de B. subtilis
PB5223, seleccionando |ostransformantes por resis-
tenciaaneomicinaa5 ng/mL. El plasmido pJPM 122
portael genlacZ y secuencias del plasmido pBR322
que permiten su integracion por recombinacion
homologaen el profago SPbc2D2::Tn917::pSK 10D6
gue se encuentra en la cepa lisdgena de B.subtilis
PB5223. El profago recombinante obtenido de esta
forma se denominé SPb3-16 y lacepalisdgenadeB.
subtilis, PB5223-SP16.

Para obtener los lisados del fago SPb3-16, lacepa
PB5223-SP16 fue cultivadaa 37 °C en 10 mL de me-
dio 2xY T hasta alcanzar un valor de densidad Optica
(DOsy5) de 0,9-1,0 y luego fue calentada a 52 °C du-
rante 5 min. Laincubacion posterior a37 °C se mantu-
vo hastaquelaDOs,s del cultivo seredujo avaloresde
0,2-0,3. El lisado de SPb3-16 fue clarificado mediante
centrifugacion a5 000 g y filtracién através de mem-
branas de nitrocelulosa con un poro de 0,45 mm para
ser posteriormente conservado a4 °C.

La cepa PB5148-SP2 que contiene el profago
SPb3-16 fue generada mezclando células en fase
exponencial con el lisado del fago en una baja pro-
porcién de infeccion, e incubadas durante 15 min a
37 °C con agitacién suave. Posteriormente las célu-
las se vertieron sobre placas de medio NB con
neomicinaa5 ng/mL [15]. Los transformantes re-
sistentes a neomicina fueron analizados por sus ni-
velesderesistenciaacloranfenicol y se seleccionaron
aquellas colonias que crecieron a concentraciones
de 10 ng/ml.
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Mutagénesis de figM

Pararealizar lamutagénesisin vitro del gen figM, el
plasmido pDBflgM fue incubado con hidroxilamina
a0,4 M, pH 6 durante 24 h a37 °C [24]. El plasmido
fue posteriormente dializado contratampén TE (Tris
10mM, EDTA 1mM, pH 8) y precipitado con etanol
absoluto. La cepa de B. subtilis PB5148-SP2 fue
transformada con el plasmido pDBflgM mutageni-
zado. L ostransformantes se seleccionaron en placas
con neomicinaa5 nmy/mL y posteriormente se anali-
zaron los nivelesderesistenciaacloranfenicol al, 2,
5y 10 ng/mL.

Resultados y Discusion

Construccion de cepa de B. subtilis para
identificar mutantes del factor anti-sigma FigM

Para generar el plasmido pBGB3, serealiz6 lafusion
transcripcional de los genes cat y lacZ a promotor
Puosr [25]. La cepa PB5223 se transformé con el
plasmido pBGB3 (Figura 1). Este plasmido no posee
origen dereplicacion deB. subtilis, pues estadisefiado
paraintegrarse en el genomade labacteriapor recom-
binacion homélogaentrelas secuenciasdel genlacZy
del plasmido pBR322 que estan presentes en el
profago SPbc2D2::Tn917::pSK 10D6. Lacepalisdgena
PB5223 posee €l aparato flagelar intacto, por 1o que
era de esperar que las colonias transformantes desa-
rrollaran bajos niveles de resistencia a cloranfenicol.
Para probar esto, las colonias seleccionadas en
neomicina a5 nmg/ml fueron cultivadas en diferentes
concentraciones de cloranfenicol: 1, 2y 5 ng/mL. El
50% de las colonias crecieron en las placascon 1y 2
ng/mL. El resto delas coloniasno crecieron. Losnive-
les de resistencia a cloranfenicol se correspondieron
con la actividad del factor anti-sigma FIgM, y como
consecuencia, los niveles de expresion a partir de los
promotores dependientes de s° fueron més bajos que
en ausenciade FIgM [10].

Deunadelas coloniasresistentes acloranfenicol a
1y 2 ng/mL (cepa PB5223-SP16) se obtuvo un ex-
tracto que contiene el fago SPh3-16 y con él seinfectd
la cepa PB5148, mutante de flgM.

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

pBGB3

.
Neo

Amp ' Piiosr

t

8. Daughdrill GW, Chadsey MS, Karlinsey
JE, Hughes KT, Dahlquist FW. The C-termi-
nal half of the anti-sigma factor, FigM,
becomes structured when bounds to its
target s?8. Nat Struct Biol 1997;4:285-91.

9. Mirel DB, Lauer P, Chamberlin MJ.
Identification of flagellar synthesis regula-
tory and structural genes in a s® depen-
dent operon of Bacillus subtilis. J Bacteriol
1994;176:4492-500.

10. Caramori T, Barilla D, Nessi C, Sacchi
L, Galizzi A. Role of FIgM in sP-dependent
gene expression in Bacillus subtilis. J
Bacteriol 1996;178:3113-8.

11.Fredrick K, Helmann JD. FIgM is a
primary regulator of s® activity, and its
absence restores motility to asinR mutant.
J Bacteriol 1996;178:7010-3.

12.Bertero MG, Gonzalez B, Tarricone C,
Ceciliani F, Galizzi A. Overproduction and
characterization of the Bacillus subtilis
anti-sigma factor FIgM. J Biol Chem
1999;23:12103-7.

13. Gonzdlez B. Interaccién entre el factor
SigD de Bacillus subtilis y el factor anti-
sigma FIgM fusionado a una cola de
histidinas en Escherichia coli. Biotecnolo-
gia Aplicada 2002;19:143-6.

14.Phizicky EM, Fields S. Protein-protein
interaction: Methods for detection and
analysis. Microbiol Rev 1995;59:94-123.

15. Zuber P, Losick R. Role of AbrB in SpoOA-
and SpoOB-dependent utilization of a
sporulation promoter in Bacillus subtilis. J
Bacteriol 1987;169:2223-30.

16.Slack FJ, Mueller JP, Sonenshein AL.
Mutations that relieve nutrional repression
of the Bacillus subtilis dipeptide permease
operon. J Bacteriol 1993;175:4605-14.

17.Chen L, Keramati L, Helmann JD.
Coordinate regulation of Bacillus subtilis
peroxide stress genes by hydrogen peroxi-
de and metal ions. Proc Natl Acad Sci USA
1995;92:8190-4.

18.Chen L, Helmann JD. The Bacillus
subtilis s® dependent operon encoding the
flagellar proteins FliD, FliS and FIiT. J
Bacteriol 1994;176:3093-101.

19.Mirel DB, Lauer P, Chamberlin MJ.
Identification of flagellar synthesis regu-
latory and structural genes in a s° de-
pendent operon of Bacillus subtilis. J
Bacteriol 1994;176:4492-500.

lacZ

SPb

Figura 1. Esquema de la construccién del profago SPb3-16.
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Figura 2. Evaluacién de la resistencia a cloranfenicol de la cepa PB5148 infectada con el SPb3-16 a diferentes concentraciones del
antibiético como se muestra en la figura. Como control (+) se usé la cepa PB5223-SP16.

fueron mayores quelos observados en lacepa PB5223-
SP16 (Figura2, placas2y 3, colonia+) y respondieron
alaausenciade FIgM [10]. Delas colonias analizadas
se escogil landmero 2 para ser utilizadaen e andlisis
de los mutantesy se denomind: PB5148-SP2.

Mutagénesis de flgM

Con vistas a probar la factibilidad de usar las cepas
desarrolladas paraidentificar mutantesde FIgM afecta
doensuinteraccion con SigD seredlizd lamutagénesis
invitro con hidroxilaminadel plasmido pDBflgM. Este
plasmido contiene €l 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-
ciondel plasmido pDBflgM sometidaalamutagénesis.
Alrededor de 200 colonias resi stentes aneomicinafue-
ron seleccionadas. Estas colonias se analizaron por su
habilidad de crecer en placas con cloranfenicol a10 ny/
mL en presencia de IPTG a 1 mM. Previamente se
habia demostrado que la cepa PB5148-SP2 transfor-
mada con €l plasmido pDBflgM sin mutar crecia solo
en placas con 1 ng/mL decloranfenicol eIPTGalmM
(resultado no mostrado). Estudios previosindican que
los nivelesde expresion del genlacZ bajo el control de
promotores dependientes de s° aumentan hasta 10 ve-
cesenausenciadel genflgM [10]. Enlascoloniastrans-
formantes que contengan el gen flgM mutado de modo
gueinactive su capacidad deinteraccion con s®, ocurre
latranscripcion a partir del promotor Pipsr Y con €llo
losnivelesderesistenciaacloranfenicol correspondien-
tes a la cepa PB5148-SP2 sin transformar con el
pléasmido pDBflgM. De las 200 colonias obtenidas,
s6lo 18 fueron capaces de crecer en presenciade IPTG
almM y cloranfenicol a10 ng/mL.

Recibido en enero de 2003. Aprobado
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A partir de que los niveles de resistencia a
cloranfenicol exhibidos por lacepa PB5223-SP16 en
condiciones normales de expresion del gen flgM son
de1-2 mg/mL y teniendo en cuentael comportamiento
de lacepa PB5148-SP2 (Figura 2), se puede garanti-
zar lafactibilidad de obtener mutantes de FigM impo-
sibilitados de interactuar con SigD, mediante
mutagénesisin vivo de la cepa PB5223-SP16.

Laaplicacion de estametodol ogia permitiracontar
con un repertorio de genes mutados del factor anti-
sigma FIgM, y su posterior andlisis revelaralos resi-
duos aminoacidicos delaproteina, involucradosen su
interaccion con el factor sgmaSigD. Conlametodolo-
gia descrita en este trabajo podriamos también obte-
ner mutantes del factor sigma SigD insensibles a la
interaccion con FIgM y que no se afecten en su activi-
dad. Ademés, permitiriabuscar eidentificar mutantes
no sdélo de FIgM sino también de otros factores que
compitan con SigD por suinteraccion con FIgM y que
seria un conocimiento muy valioso en el esclareci-
miento de los mecanismos propios de regul acion del
factor anti-sigmaFIgM.

Estos estudios complementaran de forma decisiva
los resultados obtenidos hasta el momento, y ayuda-
rén alamejor comprension de los mecanismos de las
interacciones proteina-proteina que median laregula-
cion delosfactores sigmaalternativos por losfactores
anti-sigmay €l papel de estos como reguladores nega-
tivos de latranscripcion.
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