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RESUMEN 
Las rhizobia son bacterias capaces de fijar nitrógeno atmosférico en 

asociación simbiótica con una leguminosa compatible. Rhizobium etli fija nitrógeno en 

simbiosis con frijol. Este organismo, como otras rhizobia, debe ‘diferenciarse’ a una 

forma simbiótica (bacteroide) para poder fijar nitrógeno. En R. etli ocurre una 

diferenciación metabólica similar in vitro, durante la transición de un metabolismo 

aeróbico a uno tipo fermentativo. Hemos demostrado que la biotina tiene un papel 

importante en esta transición pues, además de su función como grupo prostético de las 

actividades carboxilasas, ésta ejerce un efecto global en la expresión de proteínas y en 

el metabolismo. Por esta razón enfocamos este proyecto a la búsqueda de genes 

involucrados en la biosíntesis y transporte de biotina en R. etli. 

Usando diversas estrategias, determinamos que los genes ortodoxos de 

síntesis de biotina bioF, bioD y bioB, no están presentes en R. etli. Por 

complementación de una mutante bioM de Sinorhizobium meliloti, aislamos una región 

cromosomal de R. etli que codifica los homólogos de los genes  bioMNB de S. meliloti, 

cuyos productos están implicados en la retención intracelular de biotina en este 

organismo. La interrupción de bioM en R. etli le provocó dificultad para acumular biotina 

durante el crecimiento y captó significativamente menos biotina que la cepa silvestre en 

los ensayos de transporte. Como en S. meliloti, BioMN de R. etli parecen ser los 

componentes ATPasa y permeasa, respectivamente, de un transportador tipo ABC. El 

bioB en realidad es similar a miembros de la familia BioY, que se ha propuesto que está 

involucrada en el transporte de biotina. Para evitar confusión con los bioB que codifican 

la biotina sintasa, en este trabajo al “bioB” de S. meliloti  y su homólogo en R. etli se 

referirán como bioY. 

La mutante bioY de R. etli transportó menos biotina que la cepa silvestre, lo 

que aporta la primera evidencia experimental para una función de BioY como una 

permeasa involucrada en el transporte de biotina. Un análisis del genoma de una amplia 

variedad de microorganismos, sugiere que su función de transporte podría operar 

independientemente de BioMN. También mostramos que el operón bioMNY se reprime 

transcripcionalmente por biotina. El análisis de competencia de la cepa silvestre con la 

mutante bioM mostró que la mutante tiene una menor capacidad para formar nódulos en 

plantas de frijol.
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ABSTRACT 
 

 Rhizobia are able to fix atmospheric nitrogen in symbiotic association with a 

compatible host legume. Rhizobium etli fixes nitrogen in symbiosis with common 

bean. This organism, like other rhizobia, must ‘differentiate’ to a symbiotic form 

(bacteroid) in order to fix nitrogen. A similar metabolic differentiation occurs in R. etli 

during the transition from an aerobic to a fermentative-like metabolism in vitro. We 

have shown that biotin has an important role in this transition because, aside from its 

role as the prosthetic group of several carboxylases activities, it exerts a global effect 

on protein expression and metabolism. We have thus focused our research on 

looking for genes involved in biotin biosynthesis and biotin uptake in R. etli. 

 Using diverse genetic approaches we ascertained that orthodox biotin 

biosynthetic genes bioF, bioD and bioB, are not present in R. etli. By 

complementation of a Sinorhizobium meliloti bioM mutant, we isolated an R. etli 

chromosomal region encoding homologs of the S. meliloti bioMNB genes, whose 

products have been implicated in intracellular biotin retention in that organism. 

Disruption of the R. etli bioM resulted in a strain defective in biotin accumulation 

during growth and which transported significantly less biotin than the wild type in 

biotin uptake assays. As in S. meliloti, the R. etli BioMN resemble the ATPase and 

permease components, respectively, of an ABC-type transporter. The bioB gene is in 

fact similar to members of the BioY family, which has been postulated to function in 

biotin transport. To avoid confusion with bioB genes encoding biotin synthases, we 

refer in this work to the S. meliloti  “bioB” and its R. etli homolog as bioY. 

An R. etli bioY mutant exhibited lower biotin uptake than the wild-type, 

providing the first experimental evidence for a role of BioY as a permease involved 

in biotin transport, and genome analysis of a wide variety of microorganisms 

suggests that its transport function could operate independently of BioMN. We show 

that the bioMNY operon is transcriptionally repressed by biotin. An analysis of the 

competitivity of the wild-type strain versus the bioM mutant showed that the mutant 

had a diminished capacity to form nodules on bean plants.



 4

INTRODUCCIÓN 
 

1.   BIOTINA: 
 
1.1     Generalidades 
 

 Las vitaminas son moléculas de diversa composición cuya principal 

actividad es funcionar como cofactores o grupos prostéticos en múltiples 

reacciones enzimáticas, donde se requieren en pequeñas cantidades. La biotina 

(Fig. 1), es una vitamina hidrosoluble perteneciente al complejo B. Su estructura 

fue determinada por Melville et al. en 1942 y desde entonces ha sido objeto de un 

sinnúmero de estudios. También se conoce como vitamina H, por la palabra 

alemana Haut: piel, que fue uno de los materiales de donde se extrajo (Streit y 

Entcheva, 2003), coenzima R por su capacidad de promover el crecimiento en 

aislados rhizobianos (West y Wilson, 1940) y vitamina B8. La biotina actúa como 

grupo prostético de enzimas que llevan a cabo reacciones de carboxilación 

(carboxilasas) dependientes de ATP y bicarbonato (HCO-
3), en las que biotina 

funciona como el acarreador del carboxilo. 

.   

Figura 1. Molécula de biotina 
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Las carboxilasas se sintetizan como apo-carboxilasas y son transformadas a 

su forma activa (holo-carboxilasas) cuando la biotina se acopla de forma covalente 

a un residuo conservado de lisina, convirtiéndolas en proteínas biotiniladas. Esta 

reacción de biotinilación es catalizada por una holo-carboxilasa sintasa, conocida 

como BPL (‘biotin-protein ligase’), cuya función es esencial, por lo que todos los 

organismos cuentan con una BPL. En algunos procariotes como Bacillus spp o 

Escherichia coli se ha encontrado una BPL bifuncional, que además de llevar a 

cabo la actividad de holo-carboxilasa sintasa, también se encarga de la regulación 

de la transcripción de los genes de biosíntesis de biotina, por lo que se denomina 

birA, ‘biotin regulator’ (Cronan Jr., 1989; Bower et al., 1995). 

En bacterias y células eucarióticas pueden haber hasta cinco tipos diferentes 

de proteínas biotiniladas. Estas juegan un papel esencial en el metabolismo de 

todos los organismos ya que participan en etapas clave del mismo, como en la 

gluconeogénesis, en la síntesis y elongación de los ácidos grasos (lipogénesis), en 

el metabolismo de aminoácidos y en reacciones anapleróticas. A continuación se 

mencionan algunas de las carboxilasas dependientes de biotina que llevan a cabo 

reacciones enzimáticas esenciales: 

 

• Acetil-Coenzima A (CoA) carboxilasa: Cataliza la carboxilación de acetil-CoA 

para formar malonil-CoA, que es la primera etapa en la síntesis de ácidos 

grasos. 

• Piruvato carboxilasa: Es una enzima anaplerótica involucrada en la formación 

de oxalacetato, importante componente del ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(TCA). 

• Propionil-CoA carboxilasa: Enzima anaplerótica involucrada en la vía 

catabólica de los ácidos grasos de cadena impar, así como el catabolismo de 

colesterol y algunos aminoácidos.  

 

Además de su papel como grupo prostético, la biotina está involucrada en 

otros procesos metabólicos tales como transcripción-traducción de proteínas y 

procesos de transporte. Por otra parte, se ha encontrado que en eucariotes la 
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biotina es responsable de la regulación de la expresión de genes que participan en 

fenómenos diversos, como en el metabolismo de la glucosa, en la expresión de 

transportadores de biotina, en la respuesta inmune, la expresión de oncogenes o 

efectos inductores y supresores similares al de ciertas hormonas (Rodriguez-

Melendez y Zempleni, 2003; León-Del-Río, 2005). Lo anterior demuestra la 

importancia global que tiene la biotina en el metabolismo tanto de procariotes 

como de eucariotes. 

 

1.2     Genes involucrados en la síntesis de biotina 
 

A pesar de ser indispensable, solo algunos organismos tienen la capacidad 

de sintetizar biotina. En los procariotes existen cuatro genes esenciales para la 

síntesis de esta vitamina, bioF, bioA, bioD y bioB. En la mayoría de los casos, 

estos genes se encuentran en operon pero pueden variar en los diferentes 

organismos. Por ejemplo, en Bacillus subtilis se encuentran en un solo operón, en 

contraste con Bacillus sphaericus en el que están en dos operones separados 

(Fig. 2 del artículo de revisión Guillén-Navarro et al., 2005a, incluido en esta tesis). 

En ambos casos se encuentran otros genes adicionales, como bioI, bioW, bioX y 

bioY (Bower et al., 1996; Gloeckler et al., 1990). Al parecer los productos de estos 

genes están involucrados en las etapas previas a la síntesis de ácido pimélico, 

que es el precursor de biotina en estos organismos (Fig. 1 de Guillén-Navarro et 

al., 2005a). 

Por otra parte, en E. coli, los genes para la biosíntesis de biotina 

constituyen un operón a excepción de bioA, que se transcribe en orientación 

contraria (Otsuka et al., 1988; Cronan, 1989). Este organismo también presenta 

los genes bioC y bioH, que participan en la síntesis del precursor. El mismo 

arreglo del operón de E. coli también está presente en bacterias cercanas 

filogenéticamente, como es el caso de Serratia marcescens y Erwinia herbicola 

(Sakurai et al., 1996; Wu et al., 1996). 
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1.3    Síntesis de biotina 
 
 En los procariotes la ruta metabólica de la síntesis de biotina parece seguir 

una vía común a partir de pimeloil-CoA. En ella se involucran los productos de 

bioF (ácido 7-ceto-8-aminopelargónico (KAPA) sintasa), bioA (ácido 7,8-

diaminopelargónico (DAPA) sintasa), bioD (detiobiotina sintasa), y bioB (biotina 

sintasa) en este orden (Fig. 1 de Guillén-Navarro et al., 2005a). En E. coli se han 

estudiado ampliamente los mecanismos de acción de estas enzimas y dado que la 

secuencia de estos genes está conservada entre bacterias, plantas y levaduras, 

es posible que este mecanismo sea similar entre ellos. 

La biosíntesis inicia con la incorporación de L-alanina a pimeloil-CoA, 

catalizada por BioF para generar ácido 7-ceto-8-aminopelargónico. 

Posteriormente, BioA cataliza la transaminación de este producto para producir 

ácido 7,8-diaminopelargónico, que sufre una carboxilación catalizada por BioD 

para dar lugar a la detiobiotina. La etapa final la lleva a cabo BioB (que es una 

proteína dimérica) con la introducción de azufre que cierra el anillo 

tetrahidrotiofeno para producir biotina (Schneider y Lindqvist, 2001). Esta reacción 

es muy compleja, dada la naturaleza de BioB  y su mecanismo de reacción. Una 

característica muy importante de BioB, es que cada monómero contiene un centro 

Fe-S que está acoplado a la proteína en una región consenso (que comparte con 

otras enzimas dependientes de S-adenosil metionina -SAM- que también tienen 

centros Fe-S: C-X3-C-X2; Sanyal et al., 1994a). Se sugiere que en su estado 

reducido [4Fe-4S]2+ puede intervenir en el corte reductivo de SAM, mientras que 

en su estado oxidado [2Fe-2S]2+ parece ser el donador de azufre (Ugulava et al., 

2001; Tse Sum Bui et al., 2003).  

La etapa previa a pimeloil-CoA varía entre los organismos y están 

involucrados otros genes diferentes, como se explica a continuación.  
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1.4     Origen de los precursores de biotina 
 

Actualmente se comienza a esclarecer el origen de los precursores de la 

biotina en las etapas anteriores a pimeloil-CoA, los cuales no son similares en 

todos los organismos. Se sabe que tanto B. sphaericus como B. subtilis pueden 

convertir ácido pimélico en pimeloil-CoA en una reacción catalizada por pimeloil-

CoA sintetasa (el producto de bioW) mediante la hidrólisis de un ATP, (Ploux et al., 

1992, 1999; Bower et al., 1996). Adicionalmente, B. sphaericus posee un bioX 

cuya función se desconoce, aunque tiene similitud con proteínas acarreadoras de 

acilo (ACPs); mientras que B. subtilis tiene a bioI, que por sus características se 

define como un citocromo P450. Este podría catalizar el corte de un enlace 

carbono-carbono de un ácido graso acoplado a un ACP, para producir un pimeloil-

ACP que también podría convertirse posteriormente en pimeloil-CoA (Stok y de 

Voss, 2000).  

En E. coli se ha tratado de esclarecer el origen de pimeloil-CoA por medio 

de estudios de radio marcaje, donde se descarta que el ácido pimélico pueda ser 

un intermediario de este precursor, como ocurre en B. sphaericus y B. subtilis 

(Ifuku et al., 1994; Sanyal et al., 1994b). En estos estudios se propone que el 

sustrato carbonado podría derivarse a partir de L-alanina o acetato, que da lugar 

primero a acetil-CoA para luego producir malonil-CoA. Finalmente, por la 

condensación de tres moléculas de malonil-CoA se produce pimeloil-CoA, en un 

mecanismo similar al de la reacción ácido graso sintasa. Sin embargo, en este 

modelo no se esclarecen las funciones de BioH y BioC que al parecer son 

necesarias para producir pimeloil-CoA en esta bacteria 

Recientemente se caracterizó la proteína BioH en E. coli y S. marcescens y 

se determinó que es una carboxiesterasa con actividad hidrolasa, específicamente 

esterasa (Akatsuka et al., 2003; Sanishvili et al., 2003). En este caso se propone 

que el papel de BioH consiste en condensar CoA y pimelato para originar pimeloil-

CoA. Como BioH no puede usar ácido pimélico libre, requiere de un ACP (que 

podría ser BioC, ver a continuación) para formar primero un complejo pimeloil-

BioC que se transfiere directamente a CoA.  
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A pesar de que no se conoce con exactitud la función del producto de bioC, 

se ha demostrado que tiene similitud con ACPs, al igual que el BioX de B. 

sphaericus. Por lo que es posible que funcionen como proteínas acarreadoras de 

acilo involucradas en la síntesis de pimeloil-CoA. Sin embargo, BioC y BioX no 

comparten semejanza entre sí. 

En el caso de Mesorhizobium loti se encontró un gen diferente (bioZ) que se 

relacionó con la producción de pimeloil-CoA (Sullivan et al., 2001). Este gen está 

codificado en el operón bioBFDAZ y tiene similitud con proteínas acarreadoras de 

β-cetoacil-acil sintasas (KAS III) de algunas especies de bacterias. Aunque es 

capaz de complementar a la mutante bioH de E. coli, no complementa a la bioC. 

Dada la similitud que presenta con fabH (cuyo producto es una ácido graso 

sintasa), BioZ podría estar involucrado en una reacción de condensación donde 

participaría un tioéster con número impar de átomos de carbono para producir 

pimeloil-ACP y después una transacilación que diera lugar a pimeloil-CoA (Sullivan 

et al., 2001). Sin embargo, esta hipótesis tiene que verificarse y quizá esto se 

logre a partir de estudios cristalográficos y la comparación de su estructura 

tridimensional, además de ensayos bioquímicos. 

Es importante señalar que no todos los organismos requieren sintetizar 

biotina puesto que pueden adquirirla de manera exógena, ya sea por difusión o 

mediante algún sistema de transporte. 

 

 

2.  SISTEMAS DE TRANSPORTE: 
 

2.1     Clasificación de los sistemas de transporte 
 

 Todas las células requieren adquirir de su entorno componentes para la 

biosíntesis y la producción de energía; asimismo, necesitan liberar al exterior 

productos del metabolismo. Algunos compuestos pueden pasar a través de la 

membrana por difusión simple, sin necesidad de algún elemento que lo traslade. 

Sin embargo, el tráfico de la mayoría de moléculas a través de la membrana 
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requiere la intervención de proteínas que conforman canales transmembranales, 

acarreadores o las llamadas “bombas”. Tradicionalmente, los sistemas de 

transporte de solutos en procariotes se clasifican en dos grandes grupos: Los 

transportadores activos (aquellos que acoplan el transporte del soluto a un gasto 

de energía), y los transportadores pasivos (los que no requieren de un gasto de 

energía; Heidger, 1994; Nelson et al., 2005). 

 Actualmente se ha propuesto un nuevo sistema de clasificación de los 

sistemas de transporte llamado TC (de ‘Transport Classification’, por sus siglas en 

inglés), el cual agrupa a los transportadores en base a su función y filogenia 

molecular, en nueve clases (Saier, 2000a). Las primeras cinco corresponden a las 

clases de transportadores reconocidos (ver Fig. 2) y las últimas dos (Clases 8 y 9) 

a permeasas y componentes no caracterizados, o involucrados indirectamente en 

el transporte (Para una revisión más detallada ver: Saier, 2000a; o 

http://www.tcdb.org/). 

 Según esta clasificación existen dos categorías principales en que se 

pueden agrupar los sistemas de transporte: el transporte facilitado tipo canal y el 

tipo acarreador (Fig. 2). Cuando el acarreador requiere de una fuente de energía, 

el sistema se convierte en un transportador activo, que puede ser primario o 

secundario. 

Se considera como transportador activo primario (Clase 3, TC) al sistema 

que toma la energía de una fuente primaria acoplada al proceso de transporte, 

como es la hidrólisis de un enlace pirofosfato. Aquí es donde se encuentran 

agrupados los transportadores tipo ABC, como el sistema BioMN involucrado en el 

transporte de biotina en Sinorhizobium meliloti (Entcheva et al., 2002). Mientras 

que cuando la fuente de energía acoplada al transporte, es generada a expensas 

de una fuente primaria, se considera al sistema como un transportador activo 

secundario.  

Resulta importante destacar la posible existencia de sistemas de transporte 

muy peculiares, que resultarían en nuevas superfamilias con características 

propias; que hayan evolucionado independientemente de otros sistemas, o incluso 

que sean resultado de la asociación quimérica de distintos componentes de 
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transportadores conocidos, pertenecientes a diferentes grupos de la clasificación 

(Driessen et al., 2000; Saier, 2000b). Es posible que de este sector surjan familias 

de transportadores que no caigan dentro de las clases ya descritas y formen parte 

de una nueva clase, para ello se dejaron las clases 6 y 7 que  por el momento 

están vacías. 

 

Figura 2. Esquema que muestra la clasificación de los 
transportadores identificados, según el sistema TC (Saier, 2000a). 
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2.2     Transportadores tipo ABC 
 
 Una parte importante del traslado de moléculas a través de la membrana se 

lleva a cabo por transportadores tipo ABC, que se encuentran ampliamente 

distribuidos entre los tres reinos (arquea, eubacteria y eucaria). Son proteínas 

integrales de membrana que utilizan energía celular primaria (ATP) para 

transportar moléculas. Representan una de las familias de proteínas de membrana 

parálogas mas grandes en muchos organismos, como es el caso de E. coli K-12 

donde se encontró que alrededor del 5% de su genoma codifica para 

transportadores ABC (Schmitt y Tampé, 2002; Jones y George, 2004). Su amplia 

presencia se ve reflejada en la gran diversidad de moléculas que transportan, lo 

que hace que estén involucrados en diversos procesos celulares. Generalmente 

estos sistemas de transporte tienen alta afinidad por el sustrato y funcionan de una 

manera unidireccional para desplazar las moléculas contra altos gradientes de 

concentración. 

 Debido a que estos transportadores utilizan la energía de la hidrólisis de 

ATP para poder translocar los solutos a través de la membrana, es claro que 

necesitan un componente que acople ATP. Este componente es conocido como 

“ATP-binding cassette”, que es el que da el nombre “ABC” a esta familia de 

transportadores (Fath y Kolter, 1993; Jones y George, 2004). Estos tienen una 

estructura funcional básica compuesta por dos dominios ABC (conocidos también 

como “nucleotide-binding domains” o NBD por sus siglas en inglés) que pueden 

ser homólogos o idénticos, y dos dominios transmembranales citoplasmáticos 

(TMDs por sus siglas en inglés), que también pueden ser homólogos o idénticos 

(Fig. 3). Los dominios NBD y TMD usualmente se encuentran organizados en un 

locus, por lo que en bacterias generalmente forman un operón (Tomii y Kanehisa, 

1998). Ambos están codificados como polipéptidos separados y a veces 

fusionados en proteínas con dominios múltiples, como en el caso de las proteínas 

de origen eucariótico (Driessen et al., 2000; Schmitt y Tampé, 2002; Higgins y 

Linton, 2004). 
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Figura 3. Representación esquemática de la organización de los 
dominios de los transportadores tipo ABC. TMD, dominio 
transmembranal; NBD, dominio de unión del nucleótido. Tomado de 
van der Heide y Poolman, 2002. 

 

 Los NBD tienen una secuencia y estructura muy conservada, sin importar si 

es de origen procariótico o eucariótico, o el tipo de sustrato que transportan. Su 

función es acoplar cambios conformacionales inducidos por el pegado e hidrólisis 

de ATP y la liberación de ADP, al proceso del transporte. La secuencia que 

caracteriza estos dominios, son los motivos altamente conservados conocidos 

como Walker A y B, que se encuentran en lo que algunos llaman Dominio I o 

dominio catalítico, que actúa como una especie de bolsa de pegado de ATP. 

Además se compone del Dominio II también llamado de señalización, que al 

parecer es el que interactúa con los TMDs (Schmitt y Tampé, 2002; Higgins y 

Linton, 2004; Jones y George, 2004). 

 A diferencia de los NBDs, los dominios TMD de diferentes subfamilias de 

transportadores ABC son menos conservados, aunque comparten cierta 

arquitectura. Al igual que los NBDs, los dominios TMDs están acoplados en 

dímeros, que juntos forman una especie de poro o canal a través del cual el 

sustrato cruza la bicapa lipídica, por lo que también se conocen como permeasas 

(Tomii y Kanehisa, 1998). Consisten de α-hélices que atraviesan la membrana, las 

Sustrato

NBD 

TMD
Membrana
citoplasmática

Citoplasma

ATP      ATP
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cuales pueden presentarse en diferente cantidad, aunque los más comunes tienen 

6 o 10 segmentos transmembranales por monómero. La especificidad por el 

sustrato en los transportadores ABC (con excepción de los que dependen de una 

proteína de pegado del sustrato –SBP, por sus siglas en inglés– ver a 

continuación) está determinada por uno o más sitios de pegado de sustrato 

localizados en los TMDs, aunque se desconoce su ubicación exacta (Jones y 

George, 2004; Higgins y Linton, 2004).  

 A pesar de que no hay diferencias fundamentales en cuanto a la 

arquitectura, como en el mecanismo de transporte entre importadores y 

exportadores de la familia ABC de transportadores, si hay ciertas diferencias entre 

los TMDs. Sin embargo, la diferencia más importante es la presencia del 

componente SBP entre los sistemas importadores (Fath y Kolter, 1993); 

curiosamente, existen algunos que al parecer carecen de éste y son considerados 

como ‘atípicos’ (Tomii y Kanehisa, 1998; Driessen et al., 2000). No obstante, por 

definición el SBP no pertenece al transportador ABC en sí, sino que únicamente 

facilita el reclutamiento del sustrato, pues es probable que el TMD sea quien 

reconozca al sustrato y actúe de manera análoga a un canal o un poro en el 

proceso de transporte (Schmitt y Tampé, 2002; Higgins y Linton, 2004). 

 Los SBP son muy divergentes en cuanto a similitud de secuencia y también 

son conocidos como proteínas periplásmicas de pegado (o PBPs por sus siglas en 

inglés), puesto que se encuentran libres en el espacio periplásmico de las 

bacterias Gram negativas, donde fueron encontrados por primera vez. En 

bacterias Gram positivas, se encuentran anclados a la membrana citoplasmática. 

Recientemente también se han encontrado SBP fusionados a la región C- o N-

terminal de TMDs, formando proteínas cuya presencia está ampliamente 

distribuida entre los microorganismos (van der Heide y Poolman, 2002; Jones y 

George, 2004). 
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3.  LA BIOTINA EN EL METABOLISMO DE RHIZOBIUM 

 

La familia Rhizobiaceae agrupa bacterias Gram-negativas capaces de fijar 

nitrógeno atmosférico en las raíces de plantas leguminosas y algunas especies 

patogénicas. Abarca los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 

Sinorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium y Agrobacterium (Young et al., 2001). 

En particular, R. etli es capaz de fijar nitrógeno cuando establece simbiosis con 

plantas de frijol (Phaseolus vulgaris). El genoma de esta bacteria consta de un 

cromosoma y 6 plásmidos llamados p42a, p42b, p42c, p42d, p42e y p42f. 

Para que se lleve a cabo la fijación de nitrógeno, es necesario que los 

rhizobia infecten la raíz de la planta, por lo que su estilo de vida los obliga a 

adaptarse a diferentes ambientes: la vida libre en el suelo, luego la rizósfera, el 

hilo de infección en la raíz y las estructuras radiculares llamadas nódulos que es 

donde se establecen para fijar nitrógeno. Antes de que puedan fijar nitrógeno los 

rhizobia deben multiplicarse y adaptarse al ambiente microaeróbico dentro del 

nódulo (Djordjevic, 2004), por lo que presentan cambios fisiológicos y morfológicos 

que los llevan a transformarse en bacteroides, que ahora son capaces de fijar 

nitrógeno. 

En esta simbiosis, ocurre una interacción altamente coordinada y regulada 

entre la planta y el bacteroide (Lodwig y Poole, 2003; Djordjevic, 2004). El 

nitrógeno fijado por el bacteroide es suministrado a la planta, que a su vez le 

proporciona diversos nutrientes, principalmente compuestos carbonados como 

ácidos dicarboxílicos (succinato y malato). La oxidación de estos ácidos ocurre por 

medio del ciclo TCA, que le permite al bacteroide producir intermediarios para el 

metabolismo, donde intervienen varias enzimas anapleróticas como la piruvato 

carboxilasa, PYC (Dunn et al., 1996; Dunn, 1998; Lodwig y Poole, 2003). En este 

estado, el bacteroide de R. etli comienza a acumular el polímero poli-ß-

hidroxibutirato (PHB), que es necesario para secuestrar poder reductor, 

permitiendo que el TCA opere bajo condiciones microaeróbicas (Encarnación et 

al., 1995; Cevallos et al., 1996; Lodwig y Poole, 2003). La síntesis de PHB 

comienza con la condensación de dos moléculas de acetil-CoA para formar 
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acetoacetil-CoA que sufre una serie de reacciones de reducción y polimerización 

que producen PHB. Como se sabe, la síntesis de ácidos grasos  también se da a 

partir de acetil-CoA, cuya primera reacción es catalizada por acetil-CoA 

carboxilasa (ACC). Por otra parte, se ha observado que otra de las actividades 

carboxilasas presentes en los bacteroides es la propionil-CoA carboxilasa (PCC) 

que lleva a cabo la carboxilación de propionato, que es convertido a succinil-CoA 

para ser metabolizado en el ciclo de TCA (de Hertogh et al., 1964; Dunn, 1998). 

El hecho de que tanto PYC, como las actividades de ACC y PCC dependen 

de biotina para su función, lleva a suponer que la biotina ejerce una influencia 

importante en el metabolismo de R. etli durante su transformación a bacteroide. 

Análisis del proteoma de R. etli y de S. meliloti han demostrado que la biotina 

ejerce un efecto global en la expresión de proteínas, además de las actividades de 

las carboxilasas. En S. meliloti se observó una expresión diferencial de al menos 

100 proteínas al adicionar biotina en medio definido (Heinz y Streit, 2003); 

mientras que en R. etli se advirtió la expresión de novo de 595 proteínas en medio 

mínimo (MM) con biotina comparado contra MM (Encarnación et al., 1995, 2003). 

Adicionalmente, estudios realizados en este laboratorio han demostrado 

que la biotina puede ser un factor importante en el proceso de transformación a 

bacteroide. En estos experimentos, se encontró que al realizar subcultivos 

sucesivos en MM de R. etli, Rhizobium tropici y S. meliloti, éstos desarrollan una 

respuesta tipo fermentativa que puede ser evitada suplementando al medio ya sea 

con biotina, tiamina u O2, o bien subcultivando en medio rico (Encarnación et al., 

1995). Se ha observado que este estado fermentativo está estrechamente 

relacionado con el metabolismo que se expresa en el bacteroide durante la 

simbiosis (Encarnación et al., 1995, 2003). La respuesta fermentativa de R. etli se 

caracteriza por un decremento en su crecimiento, acompañado de una reducción 

drástica del contenido de O2 disuelto en el cultivo, acumulación de PHB, excreción 

de ácidos orgánicos y el decremento en la actividad de enzimas del ciclo TCA, 

como oxoglutarato deshidrogenasa (ODH) y enzimas anapleróticas, 

principalmente PYC. En contraste, cuando se suplementa al medio con biotina o 

tiamina, se incrementan las actividades del ciclo del TCA (principalmente ODH) y 
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de la PYC entre otras; no se acumula PHB, tampoco se excretan aminoácidos ni 

ácidos orgánicos, revirtiendo el proceso a un metabolismo aeróbico (Encarnación 

et al., 1995). 

En R. etli al parecer PYC tiene un papel importante en la transición del 

metabolismo aeróbico al fermentativo (Dunn et al., 1996). Sin embargo, es 

importante resaltar que el nivel de la actividad de PYC no depende del nivel de su 

transcripción, sino mas bien de la cantidad de biotina presente, cosa que también 

parece ocurrir con las actividades ACC y PCC (Dunn et al., 1997, 2004). Parece 

ser que a pesar de que en bacteroides no se detecta actividad de PYC, si hay una 

transcripción del gen, por lo que la enzima está presente en su forma inactiva 

(apo-PYC), lo que hace suponer que tiene una muy baja disponibilidad de biotina 

(Dunn et al., 1997). 

Estudios realizados en S. meliloti y R. etli demuestran que requieren 

sintetizar o captar biotina para ser eficientes en la competencia en rizósfera y en la 

colonización de raíces de sus respectivos hospederos (Streit et al., 1996; 

Entcheva et al., 2002; Guillén-Navarro et al., 2005b). Hay evidencias que sugieren 

que ambas especies podrían sintetizar biotina; sin embargo, al parecer lo hacen 

en cantidades menores a la necesaria para la actividad máxima de sus actividades 

carboxilasas  (Dunn, 1998; Entcheva et al., 2002). En R. etli  se ha sugerido que 

no es un auxótrofo de biotina por el hecho de que el suministro de tiamina, 

glutamina, fumarato y malato u O2 es suficiente para mantener su crecimiento en 

los sucesivos subcultivos en MM. Además, también se ha observado que al 

suministrarle ácido pimélico, la bacteria crece de manera similar a cuando se le 

proporciona biotina. No obstante, también se sabe que, como la biotina está entre 

los compuestos que la planta le suministra al simbionte, puede adquirirla de 

manera exógena. Es posible que dentro del gran número de proteínas expresadas 

en el metabolismo fermentativo (Encarnación et al., 2003) existan algunas que le 

permitan captar biotina del medio.  

 En cuanto al transporte de biotina en bacterias, se tiene poco conocimiento 

de cómo se lleva a cabo. Algunos estudios en E. coli han llevado a la conclusión 

de que pueden existir distintos mecanismos de transporte, puesto que se ha 
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observado que puede pasar por difusión a través de la membrana, pero también 

por un mecanismo dependiente de energía, de manera específica  y contra un 

gradiente de concentración (Piffeteau y Gaudry, 1985). En 1972 se aisló una 

mutante de E. coli con dificultades para captar biotina; la mutación se mapeó en el 

locus llamado birB (por ‘biotin retention’, Campbell et al., 1972). Posteriormente, 

otro grupo también aisló otra mutación que denominaron bioP, con características 

similares a birB (Eisenberg et al., 1975). Estudios posteriores sugirieron que 

ambas mutaciones correspondían a un mismo locus (Campbell et al., 1980). Sin 

embargo, no se hizo una mayor caracterización de estas mutantes y hasta ahora 

(a excepción de los datos reportados por Entcheva et al., 2002) se ha estudiado 

poco, a nivel molecular, la presencia de transportadores de biotina. 

El único reporte que se tiene de genes relacionados con el transporte de 

biotina es el que describe los genes del operón bioMNB, en S. meliloti (Entcheva 

et al., 2002). Por su secuencia y algunos datos experimentales, se sugiere que 

bioM y bioN son transportadores tipo ABC involucrados en la retención de biotina 

(Entcheva et al., 2002), cuyos dominios pertenecen a las familias cbiO y cbiQ, 

componentes ATPasa y permeasa, respectivamente (Entcheva et al., 2002; 

Rodionov et al., 2002). En lo que respecta a bioB, en realidad no tiene homología 

con los bioB clásicos (biotina sintasa), sino que su secuencia es similar a bioY. El 

gen bioY se ha localizado en varios organismos y por el hecho de estar incluido en 

ocasiones en el operón de biosíntesis de biotina, en un principio se sugirió que 

podría estar involucrado en su síntesis (Gloeckler et al., 1990). Los bioY 

constituyen una familia única, sin similitud con algún gen de función conocida 

(Rodionov et al., 2002). Sin embargo, debido a que presentan seis probables 

dominios transmembranales, propios de proteínas transportadoras, Rodionov et al. 

(2002) sugirieron que en realidad debían estar relacionadas con el transporte, más 

que la síntesis de biotina. Para evitar confusiones en la nomenclatura, el bioB de 

S. meliloti  será denominado bioY en al presente trabajo. 

Se ha demostrado que la biotina juega un papel importante en el 

metabolismo fermentativo de R. etli, que a su vez está estrechamente relacionado 

al metabolismo de los bacteroides (y por tanto en su capacidad de fijar nitrógeno).  
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Sin embargo, aún no se conoce el mecanismo ni los genes que participan en la 

captación y síntesis de biotina en esa  bacteria. Por esta razón en el presente 

trabajo se realizó una búsqueda de genes involucrados en la síntesis de biotina, 

así como la búsqueda y caracterización de genes involucrados en el transporte de 

esta vitamina en R. etli CE3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 20

 

 

 

 

OBJETIVOS 
 
 
 
OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar si existen genes involucrados en la biosíntesis y 

transporte de biotina en Rhizobium etli CE3 y caracterizarlos. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Localizar el gen homólogo a bioB (biotina sintasa) y otros posibles genes 

involucrados en la biosíntesis de biotina en este organismo. 

b) Localizar genes homólogos a bioMNY y determinar su posible función en 

el transporte de biotina en R. etli. 

c) Investigar la regulación transcripcional de bioMNY por el efecto de 

biotina. 

d) Determinar el fenotipo de mutantes bioMNY en vida libre y en simbiosis. 
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RESULTADOS 
 
 
 Se publicó un artículo de revisión sobre el papel de la biotina en rhizobia, 

en el artículo:  

 
Guillén-Navarro, K.; Encarnación, S. y Dunn, M. F. 2005. Biotin biosynthesis, 

transport and utilization in rhizobia. FEMS Microbiol Lett. 246:159-165. 

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se reportaron en: 

 
Guillén-Navarro, K.; Araíza, G.; García-de los Santos, A.; Mora, Y. y Dunn, M. 

F. 2005. The Rhizobium etli bioMNY operon is involved in biotin transport. FEMS 

Microbiol Lett. 250:209-219. 

 

Los cuales se presentan a continuación. Además se incluye una sección de 

resultados adicionales. 
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3.  RESULTADOS ADICIONALES 
 

3.1 Búsqueda de bioB por PCR e hibridación 
 

Las condiciones empleadas para la amplificación por PCR y los 

experimentos de hibridación de los resultados adicionales son las que se 

mencionan en la sección de métodos del artículo Guillén-Navarro et al., 2005b, 

salvo por las temperaturas y tiempos de fusión y extensión de los PCRs que 

dependieron de las características de los oligonucleótidos y el tamaño de los 

productos esperados. 

Como una estrategia para localizar bioB en R. etli CE3, se diseñaron 

oligonucleótidos a partir de secuencias conservadas internas a bioB de 

organismos Gram negativos, para tratar de amplificar por PCR algún homólogo 

de este gen. Para ello, inicialmente se utilizó la secuencia de los bioB 

pertenecientes a E. coli, E. herbicola, S. marcesens y Methylobacillus flagelatus, 

y posteriormente las secuencias de M. loti y A. tumefaciens. El PCR de estos 

oligonucleótidos usando como templado ADN genómico de R. etli CE3 no 

amplificó ningún producto. Por otra parte, se hizo un PCR con ADN genómico de 

A. tumefaciens, con el que se amplificó un fragmento del tamaño esperado 

(alrededor de 700 pb), demostrando que los oligonucleótidos si eran adecuados. 

Este producto se purificó por medio de minicolumnas Wizard (Promega) y se 

utilizó como sonda en la búsqueda de bioB tanto en ADN genómico como en el 

banco de cósmidos de R. etli (construido en pLAFR1, con fragmentos de la 

digestión parcial con EcoRI del genoma de R. etli CFN42; Huerta-Zepeda et al., 

1997) a través de hibridaciones tipo Southern, en condiciones de alta y baja 

severidad (62 y 42 °C). En ninguno de los experimentos se observó alguna señal 

que sugiriera la presencia de bioB en este organismo. Los resultados de las 

hibridaciones fueron confirmados al hacer una búsqueda de bioB en el genoma 

de R. etli, recientemente secuenciado en el Centro de Ciencias Genómicas 

(antes CIFN, UNAM). Esta secuencia se completó cuando la mayoría de los 

resultados presentados en este trabajo ya habían sido concluidos. 



3.2 Búsqueda de genes bio por mutagénesis al azar 
   

  Adicionalmente a los experimentos descritos y con el fin de localizar a 

alguno de los genes involucrados en la biosíntesis de biotina se realizó la 

búsqueda de auxótrofos de esta vitamina por mutagénesis al azar con el 

trasposón miniTn5-LacZ1 (mTn5) (de Lorenzo et al., 1990). Se sembraron 6500 

colonias en MM sólido con succinato 10 mM y MM-succinato enriquecido con 

una concentración final de 1 µg ml-1 de biotina. 

Se seleccionaron aquellas colonias que presentaron un crecimiento pobre 

en ausencia de biotina y que crecieron normalmente en el medio suministrado 

con biotina y que tenían el marcador de la inserción de mTn5. Para confirmar si 

estas colonias presentaban un fenotipo de auxotrofía por biotina, se evaluó el 

crecimiento de estas colonias en medio líquido: MM-piruvato 10 mM 

suplementado con 1 µg ml-1 de biotina y MM-piruvato sin biotina, con 0.6 U l-1 de 

avidina, que atrapa a la biotina libre en el medio e impide su uso. En estos 

experimentos se empleó un medio con piruvato como fuente de carbono, pues 

R. etli depende más de biotina para metabolizar piruvato (por medio de la 

piruvato carboxilasa), que en el caso de succinato. Además se hicieron ensayos 

de cultivos en caja con MM-piruvato con biotina y MM-piruvato con 0.15 U l-1 de 

avidina. No se logró aislar alguna mutante que presentara un fenotipo claro de 

auxotrofía de biotina.  

 

3.3 Búsqueda de genes bio por complementación de mutantes 
 

  Una alternativa más que se llevó a cabo en la búsqueda de los genes bio 

en R. etli, fue el intento de complementar mutantes que tuvieran interrumpido 

alguno de los genes bio. Además del intento fallido de la complementación de 

mutantes de E. coli hecho previamente (Dunn, M. y Araíza, G., resultados no 

publicados), se trató de complementar las mutantes bioA- (Tn5-5) y bioZ – (Tn5-

27) de M. loti R7A (Sullivan et al., 2001), con el banco de cósmidos de R. etli ya 

mencionado. En estas mutantes el fenotipo de auxotrofía de biotina era débil, es 



decir, que su crecimiento solo se diferenciaba ligeramente del de la silvestre, 

aunque con avidina la diferencia era más evidente; debido a esto, se evaluó su 

crecimiento en MM-piruvato (10 mM) con un gradiente de avidina: 0.05, 0.3, 0.6 

y 1.2 U l-1. Se determinó que 0.6 U l-1 de avidina era la concentración óptima 

para distinguir el fenotipo al comparar con la cepa silvestre (R7A) y por lo tanto 

se utilizó esta concentración para los ensayos de complementación. 

Se encontró que a la mutante bioA- la complementaron dos de los 

cósmidos del banco de R. etli, que compartían dos bandas cuando fueron 

digeridos con EcoRI. A bioZ - la complementaron tres cósmidos más del banco, 

que no compartieron bandas con los que complementaron a bioA-, pero que 

compartían tres bandas entre sí. Estos resultados sugirieron la presencia de 

ambos genes en R. etli CE3. 

La búsqueda hecha en la secuencia del genoma total de R. etli, indicó la 

presencia de un marco abierto de lectura (orf) en el plásmido p42f, con 69 y 65% 

de identidad con respecto a bioA de A. tumefaciens y B. japonicum, 

respectivamente, lo cual confirmó la presencia de bioA en R. etli CE3. Además 

se encontró otro orf en cromosoma, con baja similitud (24%) a bioZ de M. loti. En 

S. meliloti, a pesar de que tampoco tiene homólogos de los genes clásicos de 

síntesis de biotina, también tiene un homólogo de bioA que no complementa a la 

mutante bioA de E. coli, aún utilizando distintos promotores y un homólogo de 

bioZ (Entcheva et al., 2002). Otros rhizobia como B. japonicum y M. loti tienen un 

bioA reiterado, mientras que A. tumefaciens tiene dos, adicionales al que 

presentan en el operón bio, los cuales están ubicados en loci diferentes (Guillén-

Navarro et al., 2005a). 

 

3.4 Expresión de la fusión GUS con el promotor del orf1 
 

En el artículo publicado, derivado de este proyecto (Guillén-Navarro et al., 

2005b) se presentan los resultados de la expresión de la fusión de la región 

promotora de bioM (pbioM) con gusA analizados en la clona CE3pM2. Con el fin 

de determinar si el orf (orf1) que se localiza en la posición opuesta al operón 



bioMNY se transcribe (ver Fig. 1 de Guillén-Navarro et al., 2005b), y si lo hace 

en las mismas condiciones que pbioM::gusA, se analizó la construcción que 

contiene el mismo promotor, pero en orientación inversa. 

El fragmento EcoRI-SmaI de 1.4 kb derivado de pKG1 y que contiene a 

pbioM, se clonó en pBCSK (pKG1a, ver Guillén-Navarro et al., 2005b). Este 

fragmento se clonó en el sitio SpeI-ClaI del plásmido pBBMCS53 (Girard et al., 

2000) que contiene el gen reportero gusA. De esta manera se obtuvo la 

construcción de la orientación invertida de pbioM con la fusión gusA, que se 

designó como pKG3. La orientación de este promotor en pKG3 se confirmó por 

medio del patrón de restricción. Se obtuvieron las transformantes de R. etli CE3 

con pKG3, para dar lugar a la cepa CE3pM1.  

Se analizó la expresión de la fusión GUS en CE3pM1 en las mismas 

condiciones de crecimiento que para CE3pM2 (ver Guillén-Navarro et al., 

2005b): el experimento se hizo con células del segundo subcultivo en MM y MM 

con biotina, detiobiotina o tiamina; se tomaron muestras a las 8, 12, 24 y 48 h de 

crecimiento. En todos los ensayos se determinó la actividad GUS en el control 

CE3pG, con el vector pBBMCS53, que fue menor a 0.5 nmol PNP min-1 D.O.540
-1 

(Guillén-Navarro et al., 2005b).  No se observó alguna diferencia significativa de 

la expresión entre CE3pM1 y CE3pM2 (Tabla 1). Esto implica que el orf1 se 

expresa en las mismas condiciones que el operón bioMNY y por lo tanto sugiere 

que debe tener algún papel en el metabolismo de biotina. Al igual que en la 

construcción de CE3pM2 (que contiene pbioM), la expresión en CE3pM1 (con 

pKG3) fue reprimida en presencia de biotina a niveles similares.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tabla 1. Expresión de la fusión del promotor del orf1::gusA (CE3pM1) y de 
pbioM::gusA (CE3pM2). Las células provienen del segundo subcultivo en MM y 
MM con biotina, detiobiotina o tiamina, a diferentes tiempos de crecimiento. 
Promedio ± desviación estándar de dos experimentos independientes, cada uno 
con ensayos por duplicado de cultivos por duplicado. 
 
 Actividad GUS (nmol PNP min-1 D.O.540

-1) 
 8 h 12 h 24 h 48 h 
MM     

CE3pM1 6.82 ± 0.57 9.14 ± 1.72 11.67 ± 1.95 9.32 ± 2.77 
CE3pM2 6.37 ± 1.21 8.05 ± 1.61 10.45 ± 0.23 8.51 ± 1.64 

     
MM biotina     

CE3pM1 4.14 ± 0.16 4.09 ± 0.22 2.82 ± 1.42 2.35 ± 0.23 
CE3pM2 3.33 ± 1.31 3.12 ± 1.18 3.15 ± 0.03 1.73 ± 0.52 

     
MM detiobiotina     

CE3pM1 5.73 ± 0.73 5.25 ± 1.18 3.7 ± 0.4 3.03 ± 0.11 
CE3pM2 5.06 ± 0.22 4.43 ± 1.52 3.81 ± 0.6 2.83 ± 0.13 

     
MM tiamina     

CE3pM1 6.38 ± 1.09 6.0 ± 2.1 4.45 ± 2.8 3.13 ± 1.3 
CE3pM2 5.79 ± 0.25 5.38 ± 1.23 5.01 ± 1.53 3.77 ± 1.3 

 

 

3.5 Identificación de BPL en R. etli CE3 
 
 Paralelamente a la búsqueda de los genes bio en R. etli, se hizo también 

la búsqueda del gen que codifica al homólogo de la BPL empleando técnicas de 

hibridación y PCR. Como se mencionó anteriormente, la BPL es la holo-

carboxilasa sintasa encargada de llevar a cabo la biotinilación de las 

carboxilasas y en algunos organismos también regula la transcripción de genes 

de síntesis de biotina (para más información ver la sección 3 de la revisión 

Guillén-Navarro et al., 2005a).  

Con este objetivo se diseñaron oligonucleótidos a partir de secuencias 

internas conservadas de los genes que codifican a las BPL, por un lado de S. 

meliloti, Paracoccus denitrificans y Rhodobacter capsulatus y por otro lado de M. 

loti y A. tumefaciens. Con estos oligonucleótidos se amplificaron por PCR, 

(usando como templado ADN genómico de R. etli CE3), productos del tamaño 



esperado: aproximadamente de  280 pb en el primer caso, y de 475 pb en el 

último.  

Por otra parte se hicieron ensayos de hibridación en los que se usó como 

sonda un producto de PCR de S. meliloti 1021, de 850 pb que contenía completo 

al gen que codifica a la BPL, que es de 750 pb y otro de A. tumefaciens, de 720 

pb, de la región interna. Las respectivas hibridaciones se hicieron en condiciones 

de alta severidad (62 °C) contra el ADN genómico de R. etli CE3 digerido con 

EcoRI. En ambos casos se observaron señales de aproximadamente 5 kb. 

Estos datos sugieren la presencia de un gen que codifica a un homólogo 

de BPL en R. etli CE3 similar al de otras rhizobiáceas de las que ya se tiene 

secuenciado el genoma (S. meliloti, A. tumefaciens, M. loti, B. japonicum). El 

análisis de la secuencia total del genoma de R. etli, confirma la presencia de un 

homólogo de BPL con 70 y 68% de identidad con respecto al BPL de A. 

tumefaciens y S. meliloti, respectivamente. Este carece de la región N-terminal 

característica de los BirA, por lo que probablemente no tiene función regulatoria, 

como el caso de las presentes en las otras rhizobiáceas (Guillén-Navarro et al., 

2005a). 

 

3.6 Ensayos de utilización de biotina in vivo 
 

Para comparar la capacidad de usar biotina de la cepa silvestre con 

respecto a la mutante CE3M, se analizó la presencia de proteínas biotiniladas 

por medio de Western-blot. El ensayo se hizo con células del segundo 

subcultivo, cultivadas por 24 horas en MM-succinato (10mM). Las células fueron 

lavadas dos veces con buffer Tris-HCl (20 mM, pH 7) y 100 µg ml-1 de 

cloranfenicol, y luego fueron resuspendidas en el mismo buffer a una D.O.540 de 

aproximadamente 2.0. Se tomó una muestra de 10.8 ml de esta suspensión y se 

le agregó 1.2 ml de biotina o detiobiotina (para una concentración final de 0.1 µg 

ml-1), o el mismo buffer como control. Se tomaron muestras de 1 ml por 

duplicado, al tiempo 0, 10, 30 y 60 min. Se centrifugaron 1 min a máxima 

velocidad, se desechó el sobrenadante e inmediatamente se colocaron en N2 



líquido, para posteriormente guardar las muestras a –70 °C, hasta que fueran 

procesadas. Se determinó la concentración de proteínas por el método de 

Bradford (Bradford, 1976), para cargar la misma cantidad de cada muestra en 

geles de 10% de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio, para la separación 

de proteínas. Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa por 

medio de un electroblotter Millipore Milliblot Graphyte tipo II, de acuerdo con las 

especificaciones del fabricante. Las proteínas biotiniladas fueron detectadas con 

estreptoavidina-HRP como se describe en Dunn  et al., 1996. La figura 4 es 

representativa de todos los resultados. 

En los ensayos se observa que la proteína biotinilada predominante es de 

aproximadamente 120 kDa que corresponde a PYC. No se logran detectar las 

bandas que corresponden a las proteínas de PCC (de aproximadamente 51 

kDa) y otra de 14 kDa (que parece corresponder a la subunidad BCCP –‘biotin 

carboxyl carrier protein’ - de ACC), a excepción del ensayo con biotina a los 60 

min. Este patrón se presenta comúnmente en el extracto proteico de R. etli 

(Dunn et al., 1996, 2002). 

Se advierte que la cantidad de proteínas biotiniladas se intensifica con el 

tiempo, a partir de la adición de biotina o detiobiotina (Fig. 4); lo que indica que 

las células tienen la capacidad de convertir la detiobiotina en biotina, con la que 

puede biotinilar a las proteínas. Esta sugerencia se refuerza con el hecho de que 

con detiobiotina las células de CE3M (Fig. 4) y de la cepa silvestre tienen una 

cantidad de proteínas biotiniladas ligeramente mayor que las del control (con 

buffer). No se percibe una diferencia clara, en las tres condiciones, entre la 

intensidad de proteínas biotiniladas  de la cepa CE3M comparados con la cepa 

silvestre.  

Los resultados de éste experimento demuestran que la interrupción del 

operón bioMNY en R. etli CE3M no afecta la reacción holo-carboxilasa sintasa 

del homólogo de BPL. Por lo que se sugiere que tanto en CE3 como en la 

mutante CE3M se está llevando a cabo la biotinilación de las carboxilasas. De 

esta manera, es muy probable que el homólogo de BPL detectado en R. etli, sea 



el que lleve a cabo ésta función, sin embargo, habría que hacer una mutante 

para confirmarlo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Biotinilación in vivo de células de 24 h, del segundo 
subcultivo de CE3M. Ensayo con pulsos de biotina, detiobiotina 
(0.1 µg ml-1) o con buffer Tris-HCl (20 mM, pH 7), usado como 
control. Los carriles fueron cargadas con 9 µg de proteína total.  

 

 

 

3.7  Búsqueda de genes bio en otros microorganismos 
 

Para conocer la distribución de los genes bio en los microorganismos, se 

hizo una búsqueda de la presencia de homólogos de los genes clásicos (bioB, 

bioD, bioF y bioA) y de bioM, bioN y bioY en 159 genomas de organismos 

secuenciados; de los cuales 37 estaban incompletos al momento del análisis. 

Esto se realizó utilizando las bases de datos GenBank y KEGG 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/Complete.html y 

http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html, respectivamente), además se 

tomaron en cuenta datos del artículo de Rodionov et al. (2002). Los resultados 

se muestran en la Tabla 2, donde se ve que el 28% de los organismos 

secuenciados totalmente, codifican solo bioY o este y uno o dos de los genes de 
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la vía clásica (bioB, bioD, bioF o bioA). De este grupo casi 56 % corresponde a 

los que solo presentan a bioY. Por otra parte, el 39 % de los genomas completos 

que codifican bioB, bioD, bioF y bioA, no tienen algún homólogo de bioY. De 

esta manera, el 67 % de los genomas totalmente secuenciados analizados aquí, 

son “excluyentes” de bioY contra bioB, bioD, bioF y bioA. 

Por otra parte, el 18 % del total de genomas analizados (completos e 

incompletos) presentan los cuatro genes clásicos bioF, A, D y B además de 

bioY. Esto podría sugerir que estos organismos, además de que cuentan con el 

transportador BioY, posiblemente llevan a cabo la síntesis de biotina, lo cual 

podría conferirles cierta ventaja frente a otros organismos competidores. Como 

podría ser el caso de A. tumefaciens o M. loti (ver Tabla 2) al colonizar a su 

hospedero.   

Por otro lado, también se hizo una búsqueda de homólogos de bioM y 

bioN, que a diferencia de bioY se encuentran poco distribuidos (Rodionov et al., 

2002). En este análisis solo el 14 % de los genomas totalmente secuenciados 

los presentan. Resulta interesante observar que, con muy pocas excepciones, 

aquellos genomas en donde se encuentra algún homólogo de bioM y/o bioN, 

también presentan un homólogo de bioY (Tabla 2). Sin embargo no se hizo un 

análisis para determinar la ubicación relativa entre estos homólogos, es decir, si 

están en un operón o por lo menos cercanos entre si. 

Es importante observar que en arqueas predomina la presencia de bioY 

sobre los genes clásicos de la biosíntesis de biotina. En estos organismos la 

biotina no es una vitamina indispensable para la síntesis de membrana pues 

está mayormente compuesta por isoprenoides y no por ácidos grasos como en 

las bacterias (Itoh et al., 2001). Como se sabe, la primera etapa para la síntesis 

de ácidos grasos es efectuada por acetil CoA-carboxilasa, que depende de 

biotina para su actividad. A pesar de ello, la biotina es también esencial en estos 

organismos pues participa en otras funciones importantes (Menéndez et al., 

1999). El hecho de que en la mayoría de los organismos analizados, se 

encuentra bioY y no los genes de síntesis de biotina, indica que la obtienen 

principalmente de fuentes exógenas. 



Tabla 2. Distribución de genes bio en eubacteria y arquea. 

 
#     Secuencia incompleta.  
?     Se desconoce si tiene algún homólogo en el resto del genoma. 
+    Homólogo presente en el genoma. 
~+  Existe un homólogo, pero con bajo porcentaje de identidad (entre 24-30%).  
 *   Presenta exclusión de bioY con respecto a la vía clásica (incompleta con uno, 
      dos o ninguno de los genes clásicos bioF, bioA, bioD o bioB). 
 
 
 
 

Genoma  bioM bioN bioY bioB bioD bioF bioA 
Alfa-Proteobacteria         
Agrobacterium tumefaciens  + + + + + + + 
Bradyrhizobium japonicum    + + + + + 
Brucella melitensis    + + + + + 
Brucella suis    + + + + + 
Caulobacter crescentus *    + + + + 
Novosphingobium  
         aromaticivorans # 

 ? ? ? + + ? + 

Magnetospirillum  
         magnetotacticum # 

 ? ? ? + + + + 

Mesorhizobium loti    + + + + + 
Rhizobium etli * + + +    + 
Rhodobacter capsulatus    + + + + + 
Rhodobacter sphaeroides  ~+ ~+ + +  + + 
Rhodopseudomonas palustris    + + + + + 
Rhodospirillum rubrum #  + + + ? ? ? + 
Rickettsia conorii *   +     
Rickettsia prowazekii *   +     
Rickettsia sibirica #  ? ? + ? ? ? ? 
Sinorhizobium meliloti * + + +   ~+ + 
         
Beta-Proteobacteria         
Bordetella bronchiseptica  + + + + + + + 
Bordetella parapertussis  + + + + + + + 
Bordetella pertussis  + + + + + + + 
Burkholderia fungorum #  ? ? ? + + + + 
Burkholderia pseudomallei #  ? ? ? + + + + 
Chromobacterium violaceum *    + + + + 
Nitrosomonas europea *    + + + + 
Neisseria meningitidis *    + + + + 
Methylobacillus flagelatus #  ? ? ? + + + + 
Ralstonia solanacearum *    + + + + 
Ralstonia eutropha #  ? ? ? + + + + 



…( Tabla 2, continuación) 

 
 
 

Genoma  bioM bioN bioY bioB bioD bioF bioA 
Gamma-Proteobacteria         
Acinetobacter calcoaceticus # * ? ? ? + + + + 
Actinobacillus pleuropneumoniae #     ? ? ? ? + ? ? 
Azotobacter vinelandii #  ? ? ? + + + + 
Buchnera sp. *    + +  + 
Buchnera aphidicola *    + + + + 
Coxiella burnetii *    + + + + 
Escherichia coli *    + + + + 
Francisella tularensis #  ? ? ? + + + + 
Haemophilus ducreyi *    + + + + 
Haemophilus influenzae *    + + + + 
Haemophilus somnus #  ? ? ? + ? ? ? 
Klebsiella pneumoniae #  ? ? ? + + + + 
Legionela pneumophila #  ? ? ? + + + + 
Microbulbifer degradans #  ? ? ? + + + + 
Pasteurella multocida *    + + + + 
Pseudomonas aeruginosa *    + + + + 
Pseudomonas fluorescens *    + + + + 
Pseudomonas putida *    + + + + 
Pseudomonas syringae *    + + + + 
Salmonella enterica *    + + + + 
Salmonella typhi *    + + + + 
Salmonella typhimurium * +   + + + + 
Salmonella tiphy *    + + + + 
Shewanella oneidensis *    + + + + 
Shewanella putrefaciens *    + + + + 
Shigella flexneri *    + + + + 
Thermochromatium tepidum #  ? ? ? + ? + + 
Vibrio cholerae *    + + + + 
Vibrio parahaemoliticus *    + + + + 
Vibrio vulnificus *    + + + + 
Wigglesworthia glossinidia *    + + + + 
Wigglesworthia brevipalpis *    + + + + 
Xantomonas axonopodis *    + + + + 
Xantomonas campestris *    + + + + 
Xilella fastidiosa *    + + + + 
Yersinia pestis *    + + + + 
         
Delta/Epsilon-Prot.         
Campylobacter jejuni *    + + + + 
Desulfovibrio desulfuricans #  ? ? + + + ? + 



…( Tabla 2, continuación) 

 
 
 
 

Genoma  bioM bioN bioY bioB bioD bioF bioA 
Helicobacter hepaticus *    + + + + 
Helicobacter pylori *    + + + + 
Geobacter metallireducens #  + ? ? + + + + 
Ralstonia metallidurans #  ? ? ? + + + + 
Wolinella succinogenes *    + + + + 
         
Bacilli         
Bacillus anthracis  + + + + ~+ + + 
Bacillus cereus  + + + + + + + 
Bacillus subtilis * + ~+  + + + + 
Bacillus sphaericus    + + + + + 
Bacillus halodurans  + ~+ + + + + + 
Bacillus stearothermophilus    + + + + + 
Enterococcus faecalis * + + +     
Enterococcus faecium #  ? + ? ? ? + ? 
Kurthia sp. #  ? ? + + + + + 
Lactococcus lactis *  ~+ +     
Lactobacillus plantarum * + + +     
Leuconostoc mesenteroides #  + + + ? + ? ? 
Listeria inocua * + + +     
Listeria monocytogenes * ~+ + +     
Oceanobacillus iheyensis * ~+ ~+ +   + + 
Oenococcus oeni #  + + + ? ? ? ? 
Staphylococcus aureus   ~+ + + + + + 
Staphylococcus epidermidis   ~+ + + + + + 
Streptococcus agalactiae *  ~+ + +    
Streptococcus equi #  ? ? + ? ? ? ? 
Streptococcus mutans *  ~+ +     
Streptococcus pneumoniae * + ~+ +     
Streptococcus pyogenes *  ~+ +     
         
Clostridia          
Clostridium acetobutylicum  + ~+ + + +  + 
Clostridium botulinum #  ? ? + + + ? ? 
Clostridium dificile #  ? ? + + ? ? ? 
Clostridium perfringes * ~+ ~+ + + +   
Clostridium tetani * ~+ + + + +   
Heliobacillus mobilis #  ? ? + ? + ? + 
Thermoanaerobacter  
         tengcongensis * + + + +  +  



…( Tabla 2, continuación) 

 
 
 
…( Tabla 2, continuación) 

Genoma  bioM bioN bioY bioB bioD bioF bioA 
Actinobacteriae         
Bifidobacterium longum * +  +     
Corynebacterium diphteriae #  + ? + + + + + 
Corynebacterium efficiens  +  + + +  + 
Corynebacterium glutamicum  +  ~+ + + + + 
Mycobacterium bovis *    + + + + 
Mycobacterium leprae *    + + + + 
Mycobacterium tuberculosis *    + + + + 
Streptomyces avermitilis    + + + + + 
Streptomyces coelicolor  +  + + + + + 
Thermomonospora fusca #  ? ? + ? ? ? + 
Tropheryma whipplei * +  +     
         
CFB/Green sulfur bacteria         
Bacteroides fragilis #  ? ? ? ? + + + 
Bacteroides thetaiotaomicron *    + + + + 
Chlorobium tepidum *    + + + + 
Cytophaga hutchinsonii #  ? ? ? + + + + 
Porphyromonas gingivalis *    + + + + 
         
Cianobacteria         
Gloeobacter violaceus       +  
Nostoc sp.    + + + + + 
Prochlorococcus marinus    + + + + + 
Synechococcus sp.    + + + + + 
Synechocystis sp.    + + + + + 
Thermosynechococcus 
          elongatus 

   + + + + + 

Trichodesmium erythraeum #  ~+ ? + ? ? + ? 
         

Clamydiae         
Chlamydia muridarum *   +   +  
Chlamydia trachomatis *   +   + ~+ 
Chlamydophila caviae *   +   +  
Chlamydophila pneumoniae *    + + + + 

         
Otros         
Aquifex aeolicus *    + + + + 
Chloroflexus aurantiacus #  ? ? + ? ? ? ? 
Deinococcus radiodurans * + + +   +  



 

 

Genoma  bioM bioN bioY bioB bioD bioF bioA 
 
 
 
 
Fusobacterium nucleatum 

  
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Magnetococcus sp. #  ? ? ? + + + + 
Pirellula sp. *    + + + + 
Rhodopirellula baltica *    + + + + 
Thermotoga maritima *   + +    
Thermus thermophilus # * ? ? + +    
         
Spirochaetales         
Borrelia burgdorferi         
Leptrospira interrogans *    + + + + 
Treponema pallidum *   +     
         
Mollicutes         
Mycoplasma gallisepticum   +      
Mycoplasma genitalium   +      
Mycoplasma penetrans  + +      
Mycoplasma pneumoniae  ~+       
Mycoplasma pulmonaris         
Ureaplasma urealyticum  +       
         
Archaea         
Aeropyrum pernix         
Archaeoglobus fulgidus *   +     
Halobacterium sp. *   +     
Methanothermobacter 
            thermautotrophicus * ~+  +     

Methanococcus jannaschii *    + + + + 
Methanosarcina barkeri #  ? + + ? ? ? ? 
Methanosarcina acetivorans *   + +    
Methanosarcina mazei *   +     
Methanopyrus kandleri  +   +    
Pyrobaculum aerophilum         
Pyrococcus abyssii *   +   +  
Pyrococcus furiosus * ~+  +   +  
Pyrococcus horikoshii *   +   ~+  
Sulfolobus solfataricus     +    
Sulfolobus tokodaii     ~+    
Thermopasma acidophillum       ~+  
Thermoplasma volcanicum       ~+  
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DISCUSIÓN Y PERSPECTIVAS 

 

La vía de síntesis de biotina parece ser común en todos los organismos 

que tienen codificado en su genoma los genes bio clásicos (bioA, bioF, bioD y 

bioB). Aunque en este proyecto se determinó que R. etli no contiene estos 

genes, a excepción de un homólogo de bioA, (como en el caso de S. meliloti) 

existen evidencias de que no es un auxótrofo de biotina, (ver sección 2 de la 

revisión Guillén-Navarro et al., 2005a). Adicional a lo que se expresa en la 

revisión, se sabe que tanto S. meliloti como R. etli son capaces de utilizar 

detiobiotina para su crecimiento (Entcheva et al., 2002; Guillén-Navarro et al., 

2005b). A esto se suma el hecho de que en el Western-blot del ensayo con 

detiobiotina (Fig. 4), R. etli presenta una mayor concentración de proteínas 

biotiniladas al que muestra el ensayo sin suplementos, lo que sugiere que tiene 

la capacidad de utilizar detiobiotina para sintetizar biotina. Se ha reportado que 

S. meliloti GR4B es capaz de producir pequeñas cantidades de biotina 

(alrededor de 0.1 ng ml-1) en medio definido, bajo ciertas condiciones de cultivo 

(Sierra et al., 1999). Otro caso es Lactobacillus plantarum, que a pesar de que 

en su genoma tampoco se encuentra algún homólogo a los genes bio, puede 

sintetizar biotina cuando se le suministra detiobiotina en cantidades 

relativamente altas (al menos 1 µM; Bowman y DeMoll, 1993).  

Esto sugiere que en R. etli y S. meliloti puede existir una vía alternativa de 

síntesis de biotina, por lo menos en el último paso de la ruta, por un mecanismo 

que podría ser diferente a lo conocido hasta ahora. Dada la gran complejidad de 

la reacción de síntesis de biotina a partir de detiobiotina, es muy probable que el 

mecanismo alternativo se lleve a cabo por un complejo enzimático. Dicho 

complejo tendría que involucrar al menos un donador de azufre, una cinasa y un 

aceptor de electrones que podría ser una flavodoxina, como en el caso de la 

reacción llevada a cabo por BioB.  

 Por otra parte, es un hecho que en R. etli la biotina juega un papel 

importante en el proceso de infección de su hospedero. Así que, 



 55

independientemente de la posible síntesis de biotina en este organismo, en el 

presente trabajo se demostró que en el proceso infeccioso de esta bacteria, se 

requiere un transporte de biotina de alta afinidad proporcionado por el sistema 

de transporte codificado en el operón bioMNY. Como se observó en los distintos 

experimentos de transporte, la biotina puede ser captada por otros medios, pero 

a concentraciones relativamente altas. Es probable que pueda pasar por 

difusión, como se ha observado en  E. coli (Piffeteau y Gaudry, 1985), o bien por 

otros transportadores con menor especificidad por el sustrato. Sin embargo, es 

posible que cuando la bacteria entra al proceso infeccioso, la biotina disponible 

esté en niveles muy bajos, como se deduce de los ensayos de competencia. 

Como se sabe, la planta le proporciona a la bacteria varios compuestos, entre 

los que está la biotina; sin embargo habría que analizar una cinética de 

nodulación, para ver en qué momento se da esta baja disponibilidad para la 

bacteria.  

 Los resultados de los ensayos de la transcripción con el promotor pbioM 

indican que la mayor expresión del operón bioMNY se da en el segundo 

subcultivo en MM.  Esto sugiere que se requiere en el metabolismo fermentativo, 

que como ya se dijo, es similar al que presenta el bacteroide. Este dato es 

acorde también con lo observado en los ensayos de competencia, donde la 

mutante CE3M es menos competitiva, puesto que requiere captar biotina a muy 

baja concentración y como no puede expresar el operón bioMNY, se ve más 

limitada en comparación con la cepa silvestre, que si puede hacerlo. 

Por otro lado, es claro que el operón bioMNY es reprimido en presencia 

de biotina; se sabe que la regulación por biotina de algunos operones, asociados 

con la síntesis de esta vitamina, involucra a una BPL bifuncional llamada BirA. 

Estas proteínas tienen en su región N-terminal, un motivo hélice-vuelta-hélice 

(‘HTH’), que se pega en el promotor y reprime su transcripción. Sin embargo, el 

BPL de R. etli carece de esta región N-terminal, como es el caso de otras 

rhizobiáceas. Esto indica que el promotor pbioM debe ser regulado por otro 

mecanismo; no obstante, el análisis de la secuencia de este promotor no reveló 
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la presencia de algún motivo regulatorio conocido, por lo que habrá que estudiar 

a detalle cómo se lleva a cabo su regulación. 

 Resulta interesante que la fusión del promotor del orf1::gusA, también 

tiene niveles de expresión similares al de la fusión pbioM::gusA, bajo las mismas 

condiciones. Esto sugiere que el orf1 podría tener alguna participación en el 

metabolismo de biotina, quizás en el transporte. Es importante señalar que en A. 

tumefaciens se encuentra un homólogo del este orf en la misma posición relativa 

que en S. meliloti y que en R. etli (Guillén-Navarro et al., 2005a). Aunque estos 

orfs pertenecen a una familia de proteínas bacterianas con función desconocida 

(DUF1006; InterPro IPR009351), se puede sugerir que tienen un papel 

específico en estas rhizobiáceas, probablemente en la etapa de colonización, 

como ocurre con el operón bioMNY en R. etli. Sería interesante analizar el 

fenotipo de una mutante en este orf para tratar de definir su función. 

 La función de cada uno de los componentes del operón bioMNY en R. etli 

parece típica de un transportador tipo ABC, donde BioM es la ATPasa y BioN la 

permeasa. En este contexto se puede pensar que BioY actúa como otra 

subunidad del TMD junto con BioN. No obstante, al hacer el estudio de la 

distribución los genes que los codifican, se observó que tanto bioM como bioN 

están poco distribuidos en relación con bioY, entre los microorganismos 

contemplados. Un análisis del árbol filogenético de bioY (Rodionov et al., 2002) 

muestra distintas ramas de la diversidad de este gen. De manera interesante, se 

puede observar que dentro de cada rama se encuentran agrupados los bioY que 

convergen en operones con distintos genes. Entre ellos están los operones de 

genes de síntesis de biotina, el de genes homólogos a bioMN, o los del operón 

yhfS-yhfT que son homólogos a ligasas de ácidos grasos-CoA de cadena larga y 

acetiltransferasas de acetil-CoA, entre otros involucrados en metabolismo. Así 

también existe una rama donde se agrupan los bioY que no se encuentran en 

operones. Curiosamente, los bioY de A. tumefaciens y S. meliloti se encuentran 

muy cercanos en la rama donde se encuentran los que aparecen con bioMN. 

Dentro de este contexto se puede suponer que en muchos organismos, 

BioY actúa como un transportador de biotina, independientemente de otros 
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componentes. El hecho de que haya convergido con bioMN podría representar 

quizás una ventaja evolutiva, en organismos donde es probable que se haya 

hecho mas eficiente el transporte de biotina. Por otra parte, es posible que el 

sistema bioMN haya surgido a partir de un transportador ABC que evolucionó, 

especializándose en el transporte de biotina. Esta sugerencia se refuerza con el 

hecho de que es funcional aún en ausencia de bioY, como se vio en los ensayos 

de transporte de la mutante R. etli CE3Y. 

El hecho de que rhizobias como A. tumefaciens, B. japonicum y M. loti 

cuenten con bioY además de los de síntesis de biotina, podría asegurarles un 

adecuado suministro de esta vitamina. En estos casos, es posible que ambos 

sistemas sean activos bajo distintas condiciones, según el estado metabólico de 

la bacteria, lo que les puede dar alguna ventaja cuando compiten por el 

hospedero. Sin embargo esto tiene que ser demostrado experimentalmente, lo 

que podría darnos un mejor panorama del papel de la biotina en el metabolismo 

de las rhizobiáceas. 

Dentro de este entorno, sería muy interesante enfocar la continuidad de 

este trabajo hacia un análisis detallado de la regulación de la expresión del 

operón bioMNY, así  como la búsqueda de los genes alternativos involucrados 

en la síntesis de biotina en R. etli. De este modo se podría confirmar, de manera 

contundente, que R. etli efectivamente es capaz de llevar a cabo la síntesis de 

biotina. Además, esto conduciría a encontrar las respuestas a las preguntas: 

¿Bajo qué condiciones se induce la síntesis de biotina en R. etli?, ¿Existe una 

regulación de la expresión de los genes de la síntesis de biotina?, ¿Está 

relacionada con la expresión del operón bioMNY?, ¿Quiénes son los 

reguladores y cómo se lleva a cabo la regulación tanto de los genes de síntesis, 

como del operón bioMNY?, ¿Qué relación tiene esto con el proceso simbiótico?.  
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CONCLUSIONES 

 

R. etli CE3 no presenta los genes clásicos bioF, bioD y bioB, aunque posee un 

homólogo de bioA que parece ser funcional. 

 

Los genes bioM, bioN y bioY se encuentran agrupados en un solo operón 

(bioMNY). 

 

BioM y BioN son probablemente los componentes ATPasa y permeasa, 

respectivamente, del sistema de transporte tipo ABC bioMN relacionado con el 

transporte de biotina. 

 

BioY está involucrado en el transporte de biotina, posiblemente como permeasa.  

 

La biotina ejerce regulación negativa en la expresión de la fusión de GUS con 

pbioM en ambas orientaciones del promotor. Por lo tanto esta región contiene 

dos promotores divergentes dependientes de biotina. 

 

Las mutantes R. etli CE3M y CE3Y tienen menor capacidad para captar biotina. 

 

La mutante R. etli CE3M presenta una menor capacidad en la formación de 

nódulos en frijol, en competencia con la cepa silvestre. 

 

En R. etli CE3 existe un homólogo de las BPLs que carece de la región N-

terminal de regulación, característica de los BirA. 

 

La actividad de holo-carboxilasa sintasa no está afectada en la mutante CE3M. 
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Abreviaturas 
 
 
 

ABC  ‘ATP-binding cassette’ 
ACC  Acetil-CoA carboxilasa 
ACP  Proteína acarreadora de acilo 
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
ADP  Difosfato de adenosina 
ATP  Trifosfato de adenosina 
BCCP  ‘Biotin carboxyl carrier protein’ 
BPL  ‘Biotin-protein ligase’; holocarboxilasa sintasa 
CoA  Coenzima A 
DAPA  Ácido 7,8-diaminopelargónico 
GUS  ß-Glucuronidasa 
KAPA  Ácido 7-ceto-8-aminopelargónico 
MM  Medio mínimo 
NBD  Dominio de unión del nucleótido 
ODH  Oxoglutarato deshidrogenasa 
orf  Marco abierto de lectura 
pbioM  Región promotora de bioM 
PBP  ‘Periplasmic-binding protein’ 
PCC  Propionil-CoA carboxilasa 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
PHB  Poli-ß-hidroxibutirato 
PNP  p-nitrofenol 
PYC  Piruvato carboxilasa 
SAM  S-adenosil metionina 
SBP  Proteína de pegado del sustrato 
TC  ‘Transport classification’  
TCA  Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
TMD  Dominio transmembranal 
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