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RESUMEN

Las rhizobia son bacterias capaces de fijar nitrdgeno atmosférico en
asociacion simbidtica con una leguminosa compatible. Rhizobium etli fija nitrdgeno en
simbiosis con frijol. Este organismo, como otras rhizobia, debe ‘diferenciarse’ a una
forma simbiotica (bacteroide) para poder fijar nitrdgeno. En R. etli ocurre una
diferenciacion metabdlica similar in vitro, durante la transicion de un metabolismo
aerdbico a uno tipo fermentativo. Hemos demostrado que la biotina tiene un papel
importante en esta transicion pues, ademas de su funcion como grupo prostético de las
actividades carboxilasas, ésta ejerce un efecto global en la expresion de proteinas y en
el metabolismo. Por esta razén enfocamos este proyecto a la busqueda de genes
involucrados en la biosintesis y transporte de biotina en R. etli.

Usando diversas estrategias, determinamos que los genes ortodoxos de
sintesis de biotina bioF, bioD y bioB, no estan presentes en R. etli. Por
complementaciéon de una mutante bioM de Sinorhizobium meliloti, aislamos una regién
cromosomal de R. etli que codifica los homologos de los genes bioMNB de S. meliloti,
cuyos productos estan implicados en la retencion intracelular de biotina en este
organismo. La interrupcion de bioM en R. etli le provocé dificultad para acumular biotina
durante el crecimiento y capté 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 esta
involucrada en el transporte de biotina. Para evitar confusién con los bioB que codifican
la biotina sintasa, en este trabajo al “bioB” de S. meliloti y su homodlogo en R. etli se
referirdn como bioY.

La mutante bioY de R. etli transporté menos biotina que la cepa silvestre, lo
que aporta la primera evidencia experimental para una funcion de BioY como una
permeasa involucrada en el transporte de biotina. Un analisis del genoma de una amplia
variedad de microorganismos, sugiere que su funcién de transporte podria operar
independientemente de BioMN. También mostramos que el operén bioMNY se reprime
transcripcionalmente por biotina. El analisis de competencia de la cepa silvestre con la
mutante bioM mostré que la mutante tiene una menor capacidad para formar nddulos en

plantas de frijol.



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.



INTRODUCCION
1. BIOTINA:
1.1 Generalidades

Las vitaminas son moléculas de diversa composicidén cuya principal
actividad es funcionar como cofactores o grupos prostéticos en multiples
reacciones enzimaticas, donde se requieren en pequefas 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
sinnumero 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 Bg. La biotina actua como
grupo prostético de enzimas que llevan a cabo reacciones de carboxilacion
(carboxilasas) dependientes de ATP y bicarbonato (HCO’3), en las que biotina

funciona como el acarreador del carboxilo.
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Figura 1. Molécula de biotina



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 proteinas biotiniladas. Esta
reaccion de biotinilacion es catalizada por una holo-carboxilasa sintasa, conocida
como BPL (‘biotin-protein ligase’), cuya funciéon 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 ademas de llevar a
cabo la actividad de holo-carboxilasa sintasa, también se encarga de la regulacion
de la transcripcion de los genes de biosintesis de biotina, por lo que se denomina
birA, ‘biotin regulator’ (Cronan Jr., 1989; Bower et al., 1995).

En bacterias y células eucariéticas pueden haber hasta cinco tipos diferentes
de proteinas 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 sintesis y elongacion de los acidos grasos (lipogénesis), en
el metabolismo de aminoacidos y en reacciones anapleréticas. A continuacion se
mencionan algunas de las carboxilasas dependientes de biotina que llevan a cabo

reacciones enzimaticas esenciales:

o Acetil-Coenzima A (CoA) carboxilasa: Cataliza la carboxilacion de acetil-CoA
para formar malonil-CoA, que es la primera etapa en la sintesis de acidos
grasos.

e Piruvato carboxilasa: Es una enzima anaplerdtica involucrada en la formacion
de oxalacetato, importante componente del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA).

e Propionil-CoA carboxilasa: Enzima anaplerética involucrada en la via
catabdlica de los acidos grasos de cadena impar, asi como el catabolismo de

colesterol y algunos aminoacidos.

Ademas de su papel como grupo prostético, la biotina esta involucrada en
otros procesos metabdlicos tales como transcripcidn-traduccién de proteinas y

procesos de transporte. Por otra parte, se ha encontrado que en eucariotes la



biotina es responsable de la regulacion de la expresién de genes que participan en
fendmenos diversos, como en el metabolismo de la glucosa, en la expresiéon de
transportadores de biotina, en la respuesta inmune, la expresién de oncogenes o
efectos inductores y supresores similares al de ciertas hormonas (Rodriguez-
Melendez y Zempleni, 2003; Ledn-Del-Rio, 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 sintesis 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
sintesis de esta vitamina, bioF, bioA, bioD y bioB. En la mayoria 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 operon, en
contraste con Bacillus sphaericus en el que estan en dos operones separados
(Fig. 2 del articulo de revision Guillén-Navarro et al., 2005a, incluido en esta tesis).
En ambos casos se encuentran otros genes adicionales, como biol, bioW, bioX'y
bioY (Bower et al., 1996; Gloeckler et al., 1990). Al parecer los productos de estos
genes estan involucrados en las etapas previas a la sintesis de acido 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 biosintesis de biotina
constituyen un operdn a excepcion de bioA, que se transcribe en orientacion
contraria (Otsuka et al., 1988; Cronan, 1989). Este organismo también presenta
los genes bioC y bioH, que participan en la sintesis del precursor. EI mismo
arreglo del operén de E. coli también esta presente en bacterias cercanas
filogenéticamente, como es el caso de Serratia marcescens y Erwinia herbicola
(Sakurai et al., 1996; Wu et al., 1996).



1.3 Sintesis de biotina

En los procariotes la ruta metabdlica de la sintesis de biotina parece seguir
una via comun a partir de pimeloil-CoA. En ella se involucran los productos de
bioF (acido 7-ceto-8-aminopelargénico (KAPA) sintasa), bioA (acido 7,8-
diaminopelargénico (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 accion de estas enzimas y dado que la
secuencia de estos genes estd conservada entre bacterias, plantas y levaduras,
es posible que este mecanismo sea similar entre ellos.

La biosintesis inicia con la incorporacion de L-alanina a pimeloil-CoA,
catalizada por BioF para generar acido 7-ceto-8-aminopelargdnico.
Posteriormente, BioA cataliza la transaminacion de este producto para producir
acido 7,8-diaminopelargénico, que sufre una carboxilacion catalizada por BioD
para dar lugar a la detiobiotina. La etapa final la lleva a cabo BioB (que es una
proteina dimérica) con la introduccibn de azufre que cierra el anillo
tetrahidrotiofeno para producir biotina (Schneider y Lindqgvist, 2001). Esta reaccion
es muy compleja, dada la naturaleza de BioB y su mecanismo de reaccion. Una
caracteristica muy importante de BioB, es que cada mondmero contiene un centro
Fe-S que esta acoplado a la proteina en una regiéon consenso (que comparte con
otras enzimas dependientes de S-adenosil metionina -SAM- que también tienen
centros Fe-S: C-X3-C-Xy; Sanyal et al., 1994a). Se sugiere que en su estado
reducido [4Fe-4S]** puede intervenir en el corte reductivo de SAM, mientras que
en su estado oxidado [2Fe-2S]** parece ser el donador de azufre (Ugulava et al.,
2001; Tse Sum Bui et al., 2003).

La etapa previa a pimeloil-CoA varia entre los organismos y estan

involucrados otros genes diferentes, como se explica a continuacion.



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 acido pimeélico en pimeloil-CoA en una reaccidn catalizada por pimeloil-
CoA sintetasa (el producto de bioW) mediante la hidrdlisis de un ATP, (Ploux et al.,
1992, 1999; Bower et al., 1996). Adicionalmente, B. sphaericus posee un bioX
cuya funcion se desconoce, aunque tiene similitud con proteinas acarreadoras de
acilo (ACPs); mientras que B. subtilis tiene a biol, que por sus caracteristicas se
define como un citocromo P450. Este podria catalizar el corte de un enlace
carbono-carbono de un acido graso acoplado a un ACP, para producir un pimeloil-
ACP que también podria 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 acido 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 podria derivarse a partir de L-alanina o acetato, que da lugar
primero a acetil-CoA para luego producir malonil-CoA. Finalmente, por la
condensacion de tres moléculas de malonil-CoA se produce pimeloil-CoA, en un
mecanismo similar al de la reaccién acido 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 caracterizé la proteina BioH en E. coliy S. marcescens 'y
se determind que es una carboxiesterasa con actividad hidrolasa, especificamente
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 acido pimélico libre, requiere de un ACP (que
podria ser BioC, ver a continuacién) para formar primero un complejo pimeloil-

BioC que se transfiere directamente a CoA.



A pesar de que no se conoce con exactitud la funcion 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 proteinas acarreadoras de
acilo involucradas en la sintesis de pimeloil-CoA. Sin embargo, BioC y BioX no
comparten semejanza entre si.

En el caso de Mesorhizobium loti se encontrd un gen diferente (bioZ) que se
relaciono con la produccion de pimeloil-CoA (Sullivan et al., 2001). Este gen esta
codificado en el operén bioBFDAZ y tiene similitud con proteinas acarreadoras de
B-cetoacil-acil sintasas (KAS Ill) 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 acido graso
sintasa), BioZ podria estar involucrado en una reacciéon de condensacion donde
participaria un tioéster con numero impar de atomos de carbono para producir
pimeloil-ACP y después una transacilacién que diera lugar a pimeloil-CoA (Sullivan
et al., 2001). Sin embargo, esta hipotesis tiene que verificarse y quiza esto se
logre a partir de estudios cristalograficos y la comparacién de su estructura
tridimensional, ademas de ensayos bioquimicos.

Es importante sefialar que no todos los organismos requieren sintetizar
biotina puesto que pueden adquirirla de manera exdgena, ya sea por difusiéon o

mediante algun sistema de transporte.

2. SISTEMAS DE TRANSPORTE:

2.1 Clasificacidn de los sistemas de transporte

Todas las células requieren adquirir de su entorno componentes para la
biosintesis y la produccion de energia; asimismo, necesitan liberar al exterior
productos del metabolismo. Algunos compuestos pueden pasar a través de la
membrana por difusién simple, sin necesidad de algun elemento que lo traslade.

Sin embargo, el trafico de la mayoria de moléculas a través de la membrana



requiere la intervencion de proteinas 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 energia), y los transportadores pasivos (los que no requieren de un gasto de
energia; Heidger, 1994; Nelson et al., 2005).

Actualmente se ha propuesto un nuevo sistema de clasificacion 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 funcion y filogenia
molecular, en nueve clases (Saier, 2000a). Las primeras cinco corresponden a las
clases de transportadores reconocidos (ver Fig. 2) y las ultimas dos (Clases 8 y 9)
a permeasas y componentes no caracterizados, o involucrados indirectamente en
el transporte (Para una revision mas detallada ver: Saier, 2000a; o

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

Segun esta clasificacion existen dos categorias 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 energia,
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 energia de una fuente primaria acoplada al proceso de transporte,
como es la hidrélisis de un enlace pirofosfato. Aqui 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 energia 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 resultarian en nuevas superfamilias con caracteristicas
propias; que hayan evolucionado independientemente de otros sistemas, o incluso

que sean resultado de la asociacion quimérica de distintos componentes de
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transportadores conocidos, pertenecientes a diferentes grupos de la clasificacion
(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

estan vacias.
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Figura 2. Esquema que muestra la clasificacion de los
transportadores identificados, segun 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 proteinas
integrales de membrana que utilizan energia celular primaria (ATP) para
transportar moléculas. Representan una de las familias de proteinas de membrana
paralogas mas grandes en muchos organismos, como es el caso de E. coli K-12
donde se encontr6 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
concentracion.

Debido a que estos transportadores utilizan la energia de la hidrolisis 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 basica compuesta por dos dominios ABC (conocidos también
como “nucleotide-binding domains” o NBD por sus siglas en inglés) que pueden
ser homdlogos o idénticos, y dos dominios transmembranales citoplasmaticos
(TMDs por sus siglas en inglés), que también pueden ser homologos o idénticos
(Fig. 3). Los dominios NBD y TMD usualmente se encuentran organizados en un
locus, por lo que en bacterias generalmente forman un operdn (Tomii y Kanehisa,
1998). Ambos estan codificados como polipéptidos separados y a veces
fusionados en proteinas con dominios multiples, como en el caso de las proteinas
de origen eucariético (Driessen et al., 2000; Schmitt y Tampé, 2002; Higgins y
Linton, 2004).

12
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NBD —»

ATP @ ATP
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Figura 3. Representacion esquematica de la organizaciéon de los
dominios de los transportadores tipo ABC. TMD, dominio
transmembranal; NBD, dominio de unién del nucleétido. Tomado de
van der Heide y Poolman, 2002.

Los NBD tienen una secuencia y estructura muy conservada, sin importar si
es de origen procariético o eucaridtico, o el tipo de sustrato que transportan. Su
funcién es acoplar cambios conformacionales inducidos por el pegado e hidrdlisis
de ATP vy la liberacion 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 | o
dominio catalitico, que actia como una especie de bolsa de pegado de ATP.
Ademas se compone del Dominio Il también llamado de sefalizacion, que al
parecer es el que interactua 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 estan acoplados en
dimeros, que juntos forman una especie de poro o canal a través del cual el
sustrato cruza la bicapa lipidica, por lo que también se conocen como permeasas

(Tomii y Kanehisa, 1998). Consisten de a-hélices que atraviesan la membrana, las
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cuales pueden presentarse en diferente cantidad, aunque los mas comunes tienen
6 o 10 segmentos transmembranales por mondémero. La especificidad por el
sustrato en los transportadores ABC (con excepcidn de los que dependen de una
proteina de pegado del sustrato —SBP, por sus siglas en inglés— ver a
continuacion) esta determinada por uno o mas sitios de pegado de sustrato
localizados en los TMDs, aunque se desconoce su ubicacién 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 mas 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 ‘atipicos’ (Tomii y Kanehisa, 1998; Driessen et al., 2000). No obstante, por
definicion el SBP no pertenece al transportador ABC en si, sino que unicamente
facilita el reclutamiento del sustrato, pues es probable que el TMD sea quien
reconozca al sustrato y actie de manera analoga 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 proteinas periplasmicas de pegado (o PBPs por sus siglas en
inglés), puesto que se encuentran libres en el espacio periplasmico de las
bacterias Gram negativas, donde fueron encontrados por primera vez. En
bacterias Gram positivas, se encuentran anclados a la membrana citoplasmatica.
Recientemente también se han encontrado SBP fusionados a la region C- o N-
terminal de TMDs, formando proteinas cuya presencia estda 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
nitrogeno atmosférico en las raices 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 nitrogeno cuando establece simbiosis con
plantas de frijol (Phaseolus vulgaris). El genoma de esta bacteria consta de un
cromosoma y 6 plasmidos llamados p42a, p42b, p42c, p42d, p42e y p42f.

Para que se lleve a cabo la fijacion de nitrdgeno, es necesario que los
rhizobia infecten la raiz 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 rizosfera, el
hilo de infeccion en la raiz y las estructuras radiculares llamadas nédulos que es
donde se establecen para fijar nitrégeno. Antes de que puedan fijar nitrégeno los
rhizobia deben multiplicarse y adaptarse al ambiente microaerdbico dentro del
ndédulo (Djordjevic, 2004), por lo que presentan cambios fisiologicos y morfologicos
que los llevan a transformarse en bacteroides, que ahora son capaces de fijar
nitrégeno.

En esta simbiosis, ocurre una interaccion altamente coordinada y regulada
entre la planta y el bacteroide (Lodwig y Poole, 2003; Djordjevic, 2004). El
nitrogeno fijado por el bacteroide es suministrado a la planta, que a su vez le
proporciona diversos nutrientes, principalmente compuestos carbonados como
acidos dicarboxilicos (succinato y malato). La oxidacién de estos acidos ocurre por
medio del ciclo TCA, que le permite al bacteroide producir intermediarios para el
metabolismo, donde intervienen varias enzimas anapleréticas 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 polimero poli-R-
hidroxibutirato (PHB), que es necesario para secuestrar poder reductor,
permitiendo que el TCA opere bajo condiciones microaerdbicas (Encarnacién et
al., 1995; Cevallos et al., 1996; Lodwig y Poole, 2003). La sintesis de PHB

comienza con la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA para formar
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acetoacetil-CoA que sufre una serie de reacciones de reduccién y polimerizacion
que producen PHB. Como se sabe, la sintesis de acidos grasos también se da a
partir de acetil-CoA, cuya primera reaccidbn 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 carboxilacién 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 funcion, lleva a suponer que la biotina ejerce una influencia
importante en el metabolismo de R. etli durante su transformaciéon a bacteroide.
Analisis del proteoma de R. etli y de S. meliloti han demostrado que la biotina
ejerce un efecto global en la expresién de proteinas, ademas de las actividades de
las carboxilasas. En S. meliloti se observo una expresion diferencial de al menos
100 proteinas al adicionar biotina en medio definido (Heinz y Streit, 2003);
mientras que en R. etli se advirtio la expresion de novo de 595 proteinas en medio
minimo (MM) con biotina comparado contra MM (Encarnacion et al., 1995, 2003).

Adicionalmente, estudios realizados en este laboratorio han demostrado
que la biotina puede ser un factor importante en el proceso de transformacién a
bacteroide. En estos experimentos, se encontré6 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 O,, o bien subcultivando en medio rico (Encarnacion et al.,
1995). Se ha observado que este estado fermentativo esta estrechamente
relacionado con el metabolismo que se expresa en el bacteroide durante la
simbiosis (Encarnacion et al., 1995, 2003). La respuesta fermentativa de R. etli se
caracteriza por un decremento en su crecimiento, acompafado de una reduccion
drastica del contenido de O, disuelto en el cultivo, acumulacion de PHB, excrecién
de acidos organicos y el decremento en la actividad de enzimas del ciclo TCA,
como oxoglutarato deshidrogenasa (ODH) y enzimas anaplerdticas,
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 aminoacidos ni
acidos organicos, revirtiendo el proceso a un metabolismo aerdbico (Encarnacion
et al., 1995).

En R. etli al parecer PYC tiene un papel importante en la transicién del
metabolismo aerdbico 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
transcripcion, 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
transcripcion del gen, por lo que la enzima esta 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 rizésfera y en la
colonizacion de raices de sus respectivos hospederos (Streit et al., 1996;
Entcheva et al., 2002; Guillén-Navarro et al., 2005b). Hay evidencias que sugieren
que ambas especies podrian sintetizar biotina; sin embargo, al parecer lo hacen
en cantidades menores a la necesaria para la actividad maxima de sus actividades
carboxilasas (Dunn, 1998; Entcheva et al., 2002). En R. etli se ha sugerido que
no es un auxotrofo de biotina por el hecho de que el suministro de tiamina,
glutamina, fumarato y malato u O, es suficiente para mantener su crecimiento en
los sucesivos subcultivos en MM. Ademas, también se ha observado que al
suministrarle acido pimélico, la bacteria crece de manera similar a cuando se le
proporciona biotina. No obstante, también se sabe que, como la biotina esta entre
los compuestos que la planta le suministra al simbionte, puede adquirirla de
manera exégena. Es posible que dentro del gran niumero de proteinas expresadas
en el metabolismo fermentativo (Encarnacion 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 cdmo se lleva a cabo. Algunos estudios en E. coli han llevado a la conclusion

de que pueden existir distintos mecanismos de transporte, puesto que se ha
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observado que puede pasar por difusion a través de la membrana, pero también
por un mecanismo dependiente de energia, de manera especifica y contra un
gradiente de concentracion (Piffeteau y Gaudry, 1985). En 1972 se aislé una
mutante de E. coli con dificultades para captar biotina; la mutacién se maped en el
locus llamado birB (por ‘biotin retention’, Campbell et al., 1972). Posteriormente,
otro grupo también aisloé otra mutacidn que denominaron bioP, con caracteristicas
similares a birB (Eisenberg et al., 1975). Estudios posteriores sugirieron que
ambas mutaciones correspondian a un mismo /locus (Campbell et al., 1980). Sin
embargo, no se hizo una mayor caracterizacion de estas mutantes y hasta ahora
(a excepcidon de los datos reportados por Entcheva et al., 2002) se ha estudiado
poco, a nivel molecular, la presencia de transportadores de biotina.

El dnico reporte que se tiene de genes relacionados con el transporte de
biotina es el que describe los genes del operén 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 retencion 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 homologia
con los bioB clasicos (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 operén de biosintesis de biotina, en un principio se sugirié que
podria estar involucrado en su sintesis (Gloeckler et al., 1990). Los bioY
constituyen una familia Unica, sin similitud con algun gen de funcién conocida
(Rodionov et al., 2002). Sin embargo, debido a que presentan seis probables
dominios transmembranales, propios de proteinas transportadoras, Rodionov et al.
(2002) sugirieron que en realidad debian estar relacionadas con el transporte, mas
que la sintesis de biotina. Para evitar confusiones en la nomenclatura, el bioB de
S. meliloti sera 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 esta estrechamente relacionado

al metabolismo de los bacteroides (y por tanto en su capacidad de fijar nitrdgeno).
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Sin embargo, aun no se conoce el mecanismo ni los genes que participan en la
captacion y sintesis de biotina en esa bacteria. Por esta razon en el presente
trabajo se realizé una busqueda de genes involucrados en la sintesis de biotina,
asi como la busqueda y caracterizacién de genes involucrados en el transporte de

esta vitamina en R. etli CE3.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existen genes involucrados en la biosintesis vy

transporte de biotina en Rhizobium etli CE3 y caracterizarlos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Localizar el gen homodlogo a bioB (biotina sintasa) y otros posibles genes
involucrados en la biosintesis de biotina en este organismo.
b) Localizar genes homodlogos a bioMNY y determinar su posible funcion en
el transporte de biotina en R. etli.
c) Investigar la regulacion 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 publicd un articulo de revisién sobre el papel de la biotina en rhizobia,

en el articulo:

Guillén-Navarro, K.; Encarnacion, 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.; Araiza, G.; Garcia-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 continuacion. Ademas se incluye una seccion de

resultados adicionales.
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Biotin, a Begroup svitanun, performs an essentanl metabolc lenchion mall ergamsms. Rhoeobag are o-proteobactena with the
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il rthodox baotin brosynthesis pathway socurs i some chizebia while others appear 1o synthesaze the vilann using allermatve
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1. Introduoction

Roet nodule bacteria, colleetively known as rhizobia,
are & crecil component of the global nitrogen cycle be-
cuse they reduce aimaospherie nilrogen (o ammoniz in
sytnbiotic association with & compatible plant host and
thus reduce the need for synthete miropen ferilzers.
Before establishing symbiosis, rhizobia must survive in
e soil awaiting the presence of & suitable host legume.
Infection of the host requires multiplication in the rhizo-
aphere as well as during carly phases of the infection.
Mature, nitrogen-fixing intracellular rhizobia (bacter-
oide) requice large amounts of encrgy and reductant de-
rived from the catabolism of plant-supplied organic
acids. Consequently, the metabolism and growth facior

" Carrespending author, Tel 0 +33 73 311 4842, fux: +42 73 317 3044,
Eamai! adefrers: mikeincifn unom.mx (M_F. Dann).

reuirements of rhizobia have long been studied (for re-
views, see [1-4],

Bictin {(vitamin H) has an esential metsbalic fune-
ton as the COscarrying prosthetic group of selected
carbogylases, decarbosvlises and  transcarbosylases
[5) D pove biotin biosynthesis occurs in many pros
karvotes while others wre partly or totally dependent
on external zources, The purpose of this review is 1o
summirize what is known about biotin biosynthesis,
transport and  utilization in rhizobia. Rhizobia are
the only prokaryotes in whech novel regulatory roles
for biotin huve been investigated. Biotin transport is
wnportant for the establishment of symbiosis in somce
rhizobia, and they are the only prokaryvotes in which
genes encoding bioun transport proteins have been
wentified. A new aspect of biotin biosynthesis in rhioo-
bia is the probable presence of novel puthways in
SOME SPecies.

O37TE-1097 82200 © M05 Published by Ebsevier B.Y. on behalf af the Federntion of Earopean Microbiolegeeal Socicties.
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2. Biotin requirenient of rhizabia

Early studics on biotin wsed Rbizobiin fegisenio -
rane by, trifolii to demonstrate that “heat-siable Riézo-
howwe growtl factor”™ was identical to Vcocnzyme R
from Azoselvecrer and that both were, in fact, identical
to biotin [6]. Based on their growth response to biotin
m defined media, rhozobia may be grouped with
respect to their ability to biosynthesie the vitanun.
Biotin auxotrophs are incapable of biotin biosvnthesis
and require external sources for growth [6-8]. An eco-
logeally imteresting example 15 provided by the non-
svmbiotic  Mesorfhizobivn  feri stramns  solated  from
soals [9 0], These solutes luck o 300 kb region of their
chromosome termed the “symbiosis sland” which, m
addition (o a varely of svmbiosisspecilic funclions,
encodes the bosvothess of thammne, meotine el
and biatin,

Biotin protetrophs svathesize biotin de pove aqmld
show neither a growth nor a significant metabobie re-
sponse o exogenous hotin (68 1] For example, R
senfueeny tropict CEFN299 prows well i manimal medium
subculivres in the absence of biotin and maintains a
high level of pyruvate carboylase activity and holo-cn-
avime  protein regardless of biotin  supplementation
[E2,13]

Biotin bradytrophs syathesize biotin but either do
a0 inelficiently or only under certain growth conditions
[TL.14]. A controversy cxists as to whether Ridzobiion
etli and  Steefuzebium peefifors [t ointo  this  class
[11.12,15] or with the biotin auxcotrophs [16]. 1t is
immporiant to note that when 5 meliforr Rml021 was
grown in biotin-free medium. a concomitant scveral-
fold mnercase 10 bomass and extracellular biotin, de-
tected with an ELISA assay, were found, mdicating
that this striin can produce the vitamin de nove
[13), Growth studies show that S eecfifon stram
GR4B s a botin brudyiroph whose synthesis of bio-
tin, detecied with o standard bicassay, was dependent
upen growth conditions [11]

Wild-type & oofi ¢tison CE3 behives as a biotin aus-
otroph when serially subcultwred i mimimal mediim,
where very low biotin=-dependent carborvlase activities
and protein levels confivin the presence of a biotin
starved state, Greowth s restored oot anly in the pres-
ence of exogenous biotin but alse by supplomentation
with thiamine, pimelie acid (4 biota precursor), Duma-
rate plus malate, cAMP, glutamate, proline, or oxygen
(112]; unpublished resulis). 5 peeltfon Rml02] belaves
similarly to B erlf CE3 with respect to the ability of thi-
amine 1o prevent biotin suxotrophy [12]. Given that
both & mcfiloni and & enlf lack genes homologous 1o
most or all of the orthodox biotin biosynthesis genes
(see Bection &), the challenge of providing un unequivo-
cal demonstration of their ability to synthesize the viti-
min remains.

3. Biotit-dependent carboxyluses and liotin-protein
ligzase in rhizobia

Biotin and carbon dioxide are essential for the
growth of rhizobia [L6,17] Genome sequence and
biochemical analysis show that rhizobia contain the
biotin-dependent  enzymes  pyruvate  carboxylase
(PYC), weetyl-CoA curboxylase (ACC), and two or
mers  acyl-CoA carboxylases, mcluding  propionyl-
CoA carboxylase (POC) [1E]. PYC is requred [or
growth on sugars or pyruvate and, although its inacts-
vatien has ne effect on nodulation and nitrogen fixa-
tion i N omelifor, Boedioor Rooreapici [13,19]
would be interesting to determine whether it plays a
role o rhizosphers competition, sinee sugurs ure ox-
cretesd 1o the rhizosphers by legume roots [H] The
symbiote phenolype of a rhizobial POC mutant has
nol been determined bt inactivation of the 5 oeefilor
methylmalenyl-CoA mutase, which catalvzes the step
following that of PCC during propionyl-CoA degrada-
tion, does net aflfect symbiotic performance [21.11),
ACC has not been characterized but would be expecied
1o be essential for faity acid synthesizs [18) and thus
viability,

Apa-biotin-dependent carboxylases are converted to
their active  holo-cneymes by biotin-protein  ligase
{BPL) [5.23). The BPLs of Baciflier and enteric bacteria
are cilled BirA's ibiotin regulators) because their M-
terminal helin-turn-helin motil binds to and represses
biotin operon transcription [23.24]. In these organisms,
BirA catalyzes the conversion of biotin into biotinoyl-
AMP. which functions with BirA as u co-repressor
when the intracellular concentration of biotin is clevated
{e.g.. m biotin-supplemented culiures). more BirA-biot-
movl-AMP 1= formed and transcription 1= repressed.
The muddle and C-terminal portion of BirA contain
the catalvtic residues for ligating biotin 1o target
proteins [21].

Genome sequence analysis of M fori, B fuporicwsr,
5 meliford Thupfwww Kaeusa orjp/riizobase) B oefli
(G, Divila, V. Gonzdlez, B, Gomez and P Bustos,
unpublishedy, and K feguoipesanmm by, viciae thtpd/
WO, Jan ger o |.|=C.IIPr\iJj:|.'L"'|.ﬁrR_rEEI||!II|i|:|I,,lc§i|1‘1l|'|1| :Hl'l.n'-'.-:i
l]!u[ 1|:n,’.'i|' 4.1L’d1li.'|:d H-P'l, gedke pw:duﬂ.i '|;.'||:'|-{ I!||-E N-11.'|'r|'|:'-
nus Ffound in BirA's and retain only the catalviic monifs
reguired  for  biotinylating  apo-carboxylases.  These
manofunctiond BPLs are present in many prokaryotes
and all eukaryotes,

The Fact that rhizebia contain multiple botin-depen-
dent carboxylases raises the question of how biotin is
partitioned among them by a single BPL. Western Blot-
ting experiments designed to follow the biotinylation of
the carboxylases in biotin-sturved B eoli cells pulsed
with biotin suggest that the relative level of cach upo-
carboxylase determines the amount of holo-carboxylase
formed (M. Dunn, unpubbished). 1t 15 not known 1f the

23



K Gl NMavarro or i | FEME Microbinfogy Levievs 246 (N5 5% /a5 L&l

RPL has the same affinity Tor cach of the different apo-
carboxylases.

4. Effect of biotin on gene expression

Biotin affects gene expression in eukaryotes [25] but
little mformation exists on biotin as & BirA-independent
regulatory molecule in prokaryotes. Proteome analysis
shows that baotin markedly alters global protein expres-
siom in K. oofi [26] and 5. efileri [27, 28] In B erl, how-
cver, mest of the changes in protein expression caused
by biotin were similar to those observed with thiamine
supplementution or growth in complex medum [26].
Thus most of the chanpes observed wath baotin neflect
the genersl metabolic state of the cells ruther than a spe-
cific effect of the vitamin, and so withoul appropriate
controls clamms of motn-dependent gene expression
musl be interpreted with caution

Gene Tusion assayvs show that S melifed bhdd
fepcoding  fehvdroxybutyrate  dehydrogenase),  Fos
(putative bioGip-responsave regulatory genel, and copd”
(possible copper resistance genel are induced in response
to culture biotin supplementation [27-29). In contias,
pem {eneoding L-isoaspartyl protein repair methylirans-
ferase), sl (homoserine lactone autoinducer syntha-
tase)  and iR (homoserine  lactone  automndocer
trapscriptional regulatory are repressed under these con-
diticns [27). Proteome analysis revealed that proteins
whose levels decreased under biotin imitation included
the gene product of the down-regulated copC mentioned
alrove, 305 ribosomal protein LTLIZ. BMNA polymerase
i subunmt, periplasmic transporter substrate binding
proteins itwo for sugars, one for amino acids) and 2-
keto-3-deony-6-phosphogluconate aldolase (part of the
Entner-Doudorofl pathway). As Hemz and Streit [27]
discuss in detiml. there 15 some correlation between these
results and the physiclogical response of 8 mefilosi 1o
biotin, For instance, the vpregulated BdhA participates
it the degradation of the carbon storage polymer polyv-
fehydroxvbutyrate (PHB) conssient with the linding
that biotin supplementation prevents PHE accumuta-
o i 8 wredifodd [12.28), Regulation of PHE degrada-
ten by biotin could prevent s accumulation in
bapcteroids [3] and promote its accumulation and grad-
wal uilization in oligotrophic enviconments like soil,

5. Blotin amd the rhizobia—legume svmblosis

The cffect of biotin on svmbiosis depends on the rhi-
robia-leguwme comibination in question, and many nali-
rally-occuring,  symbiotically  proficient rhizobia  are
biotin wuxotrophs. A A s R7TA biotin auxotroph
(FinA=Tnd) was indistinguishable from the wald-type in
colonizing the Letws cormiculefus rhizosphere. Howewver,

the ot phenotype of this mutant s leaky [14] perhaps
due 1o the presence of a second copy of biod, as oceurs
in M lert MAFFI03099 [30), Studies with S wefifon
and & enll bl and ol biotin uptake mutants indi-
cate that high affinity uptake s required for efficient
nodulation of their respective legume hosts ([5.15]; K.
Guilkén-Mavarre, submitted). Interestingly. 5 meefifon
e mutants enginesred for biotin overproduction by
the introduction of the E coli his operon were also
found to compete poorly with the wild-type in the alfalfa
rhizosphere, perhaps due to the reduced wiabality ohb-
served in the overproducing struins [29].

Determining the absolute svmbiotic reguirement for
biotin mn rhizobis 5 complicated by the foct that the
vitumin 15 excreted from the rools of host plants
[1331]. The wery low bacteroid sctivities of biotin-
dependent carboxylases in the bradviroph R erli CES
mdicate that bitle brotim s synthesized by, or available
to, the microsymbiont. In contrast, bacteronds of the
ol pretoiroph B propicc CFM299 from nodules
formed on the same host thean) have high activines,
indicating de nove syothesis of the vitwon (32 M.
Dunn, unpublished).

. Blotin blosyothests

Ereherlchia coll and Bacilfay species are the model
organisms to which we owe most of owr understanding
of biotin biosynthesis {Fig. 1} Sacilfie spp. are able 1o
take up (apparently by passive dilfusion) end use pimelic
aeid as a precursor of biotin. Pimelic acid 15 derived
through an unknewn pathway which may mmvolve the
postulated fatty aced synthase-like activities of BioX
and Biol [33], Pimelic acid = activated to its CoA denv-
ative by pimeloyl-CoA syvathetase, the product of bio ¥
[34]. E cafi 15 unable to utilize pimelis acid is a botin
precursor and mstead synthesizes pimeloyl-CoA, possi-
Bly from acelvl-CoA [23], using BwoH, o probable cur-
boxvl esternze [36] amd the yet unchamaclernzed BioC
[33]. Aol homologs de not oceur i the sequenced
genomes of M. e, B fapericwn, 5 mwelilori or
A D facicns,

The M. Ford gene encoding BiodZ is part of the ko BF-
DAL operon (Fig, 21and shows similanty to f-ketoacid-
acy] svnthases. BioZ can functionally complement £
el o, Bt ot Sind”, mutants. Based on this, Sullivan
ot al, [14] proposed that Bios catalvees both the conden-
sation of & thioester with an odd mumber of carbon
atoms 1o produce pimeeyl-ACP and its subscquent
transacetylation o pimeloyl-CoA. This hypothesis is
consistent with recent eneyvmological daty on the £ colf
BioH [34].

Four enzvmes convert pimeloyl-CoA to biotin,
namely BioF (7-keto-f-aminopelargonic woid synthase).
BioA (7. 8-diaminopelergonie acid aminotransizrase),
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Fig. |. The oribodox kot beosynibetic pathway demved Tarpely from studies utiliomg Becifver sppoand £ coli. Whene gene homolops encoding 1he
mmin baasynthesis pathway crevmes exdst i rhieobia, they are desagnated by the illowing abbreviations: AL A, e feciene: Bi. B sponimmn ML MW
oty WOR. Bizofum sp. MGRIMG Re. 8 ool R1L B Ggioveiscorcrasn by, viciee: Bm. 8 mediteds. “Homolog with low sequence sdminy Lo other BioFs,
f'J'Im:null-uu presnd . perdime il dioes nol complemenitl o £ coll od poatant "Data obtamed from o parisd geocme sequence [43)

BioD (dethiobiotn synthetased and BioB (hiotin synthe-
tased (Fig, 11 The physial arangement of gene clusters
encoding these orhodox biotin brosynthetic enzvmes
are presented in Fig, X Tn M. fond RTA, & functional fio-
EFA operon was eonfirmed by complementation of £
coll mutants inactivited in one of these genes [14], Ent-
cheva and co-workers [3] used genome seguence analysis
and complementation tests with £ coli hiotin mutints
1o identify putative biotin biosynthesis gencs in 5. wielil-
ol ek and hed homologs, potentially encoding the
first two enzyvmes for the pimeloyl-CoA to biotin path-
way, were found. but only the bief homolog could com-
plement the correspending £ cofi mutant. Homologs
for the last enzvmes of the pathway (hied) and SaB)
were nol found., Genes possibly encoding BioH and

BioZ, involved in pimeloyl-CoA synthesis, were also
fonind but could not complement their respective £ colf
mutants {n fod homolog was encountered bul comple-
mentition was nod tested since no homolog eccurs
E coliy, The genome sequence of R eili CE3 containg
4 b A homolog on plasimid £, but no MaB, oD or bioF
homologs (unpublished resulish, while that of R fegu-
pitlireseiraind by, vicine containg biod and Mo homologs
bt lacks homologs for Sdeld and b,

7. Bintin transport

Agtive biotin uptake occurs in £ cofi but the trans-
port svstem involved is not known [37]. An 5 melilord
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mutant inactivated in déeS. the biotin-upregulated genc
menfioned in Section 4, has a higher level of biotin up-
take than the wild-tyvpe [38]. Wo& encodes o LyvsR type
protein and its role in biotin upteke would appear 1o
be regulatory [2H]. Both 5 el and B edll contain
operans (s WY B encoding products involved m bistin
uptake or retention which are sdentically organzed and
share high sequence identity ¢|5]. Gullen-Mavarro et al.,
submittedy. Very similur operon exists in & fegwnineg-
runt by, vicnae and A hwnefecions bul have nol been
characterized experimentally. The gene orgmally desig-
nated fol an 8 selifori [5] does nol resemble a biclin
syithase (the classical hief product) but nstead has
similarity 1o i ¥, Drst imphcated in Biotin bosvothesis
i Bacillur spfererions because of its proxinnty to other
genes nvelved in biotin Bosynthesss [39). We refer here
o the 8 mefilatf and B edli “hie B hamologs as ks ¥,
Sequence analysis and expenimental data [5.40] suggest
that FioM snd Mol are ABC-type transporters for bio-
tin and encode the ATPase and permesse components,
regpectively. BioY has six probable transmembrane dio-
mains like those of transport permeascs but constitutes
its own family in the Pfam database [40). In & sacfifer,
uptake experiments with a high concentration of exter-
nal bictin (40 nh} showed that a bie A mutant was defi-
cient in biotin retention but not uptake [3]. We vsed low
external biotin concentrutions { 10— 108 pM) to show that
a B eily fio M muotant had significantly reduced uptake
ol biotin but was not defective tn retammg it (Guillen-
Mavarro, submitted), Overexpression of fio Y mowild-
type & melifors Rml021 allows better than wild-tvpe
growth in medins supplemented with dethicbiotin. 1t
was suggested that BioY might play a role in converling
dethiobiotin to biotin by o mechamism distinet from that
of @ clagsical Botin synthase [3]. However, because come

mercially availuble dethiobiofin containg biotin as & con-
taminant [41], extra copics of Mo ¥ may promote growth
in dethiobotin-supplemented cultures by allowing more
elficient uptake of the contaminating biotin,

BlastM analysis was used to determine the presence of
homologs of hial, bz, hioF and bied (the orthodox
biotin biosynthesis penes) and #o F (the putatrve high
affimty transport compenenth m 159 sequenced genomes
(meluding 37 incomplete genomes) in the GenBank and
KEGG datubases. We found that () nearly 16% of the
genomes conluned only Wel, (W) 3% lhacked o)
und contaned all of the orthodos biosynthetic genes,
(i) mearly 18% contamed o ¥ and all of the orthodox
biosynthetic genes and (v the remainer contaned fo ¥
plus one or two of the classical genes. The genomes
envoding all of the genes included those of A, tumacfoe-
fens amd M fetd, which could benefit from possessing
bBoth the orihodes bicsyathetic route and hagh affinity
uptake capability, since both species colonize plant fis-
sues but also survive as saprophytes in soil,

8. Perspectives

Rhizobiz make enlightening subjects for the study of
biotin metabolism and utilization owing 1o charactens-
fics which differ from the standard model organisms
mcluding (1) their abality 1o enier mio symbioss, which
has been disccted at the molecular level and for which
the importance of biotin 15 dependent on the symbiote
combimation; () the presence of muluple botin-depen-
dent carboxylases; (m) absence of BirA regulatory fune-
tiens: () preliminary  data indwatng & metabolic
regulatory function for biotim and (vi the appairent pres-
ence af novel biosvathetic pathways, We need (o persue
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the work on pnssihle nowvel biotin biosynthesis p¢1lw.-a].-5
with & rigorous biochemical and physiological charac-
terization, including the wse purified precursors to dein-
onstrate actual substratefproduct  relationships, The
application of global methodologies such as proteomics
and transcriptomics in rhizobia will allow further idents-
fication of genes and gene products regulated by biotin.
Our knowledge of biotin uptake and the regulation of its
utilization can alse be greatly expanded with rhizobia as
experimental organisms.
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Ahstract v
Because Riizabivsr et CE3 1s normally dependent on an E;].&_u]'._iul;ﬁ:e of brotin and Lacks orthedos blotim biosynthess
penes, we undertock an analyvis of biotm uplake in ths organgen. By Gomplementation of a Siworhizobien meliford bioMd mutant
wee solated an & el chromosomal region encoding omologd of the 5. melifod o MNE penes, whose products have been impli-
cated i intracellular botin retenion in that organizsm. Disvuplon o the B endi bio M resulted in @ mutant which ook up baotin
al a bower rate and accumualated significantly less biotin than the wild wpe. As in 5 medifon, the B eoli bio MN gene-products
resemble the ATPase and permcase componcits, n:ﬁpm_:'ﬁélx_. ol an ABC-type wransporier. The fof gene product 18 in fact sam-
ilar to mepmbers of the BioY family, which has been postulated w0 function in biotin transport, and we refer to this pene as b ¥,
An B el Mo ¥ matant exhibited Jower biotin uptake. than the wild-type. providing the first experimental evidence for a rele of
BioY' in biotin transport. We show that the e85 operon is wranscriptionally repressed by biotin, An analysis of the comper-
itiveness of the wild-tvpe sirain versus the ."rra.tfmuiﬁ'm s.hmwd that the mutant had a diminished capacity 1o form nodules on
bean plamis.
& M5 Published by Elsevier BV, on b-:hu]}'.uf'ih: Fndmllmn of European Microhiological Societies.

Keyworde: Baotin: Rhoobia; Riuzotiw el '_I_'r—:._n:nqﬂ_

1. Imtroduction o mportant niche in the global nitrogen cycle. Because of

the agricultural imponance of symbiotic nitrogen fixa-

Rhizobia. the collective ierm for bacteria in the gen-
era Rhizebium, Sinorhizobivm; Mesorhizobium, Brody-
chizobiww and  Azeefizebion, are able 1o reduce
atmospheric nitrogen {0 @mmonia in svmbiotic associa-
tion with a compatible host legume and thus occupy an

' Carresponding aathor. Tel: +32 73 311 4882 fax; +352 73 317
A004,

Eamail addrers: mikeineifn.unam.mx |M.F. Dmann).

fion and an academic interest in the symbiotic process,
the growth requirements and metabohism of rhizobia
have long been the subject of study (reviewed in [1-3]h

The B-group vitamin biotin plays a vital metabolic
role as the prosthetic group of selected carboxylases,
decarboxyvlases  and  transcarboxvlases,  Bioun  was
shown te promole or be essential for the growth of
many thizobia while others are Tully prototrophic Tor
the vitwmmn, The biotin-dependent ensymes pyruvale

OETEITIRZE00 @ 3005 Published by Eksevier BV, on behalf of the Federation of European Microbiological Socicties.
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carboxylase and acvl-coenzvme A carboxylase have
been characterized in Sinorhizoliune peelifors and Rliizo-
B e, and profound changes in global protein
expression, engyme activities and growth are mediated
by biotin in both organisins [4].

The biotin metabolic pathway starting from pime-
loyl-coenzyme A is commaon 1o many organisms and in-
volves four enzvmes. These are the products of Mo
| BioF . E-amino-T-oxenonanoate svnthase), biod (BioA,
TE-diaminopelargonic  acid  synthase), fweld (B,
dethiobiotin  synthase), and hief (BioB, biotin syn-
thasel. These genes are usually arranged in operons
and are present in a wide variety of organisms including
bacteria, archaca, and some eukarya (for reviews see [4-
6li. In this paper we refer to the genes enceding the en-
zymes of this pathway as the “orthodox” biotin genes,
Rhizobia such as Agrebacteriom fomefociens, Mesorhiz-
abiunr Jodd and Bradyrhizobivm joponicum appear Lo be
capable of synthesizing biotin by the orthedox pathway
wang BioF, RoA, Biol} and BioB because genes puia-
tively encoeding these enzyvines are present in their gen-
omes [T 10] Genetic complementation studies with
Frertierichia coli biotin mutants have demonstrated the
functiomality of several biotin biosyinthesis genes from
M ford [11]. In 5 secfilori, genes proposed to be involved
in biotin synthesis andfor transport have been desig-

o or Mol cawses biotin auxotrophy and a fledd -
strain is deficient in retaining intracellular biotin and

ase and permease components, respectively. of an ABC-
type transporter [12,14]. whereas the fiaB gene product
sequence s actually homelogous to BioY, which has
been implicated 1n biotn metabolism in Saeifis sphaeri-
cus but the function of which has not heen demonstrated
[15]. The hio ) products form a unigue protein family
(B InterPro IPROO3TEL) whose members have six
probable transmembrane domains. typical of prokary-
olic transporiers and which were fecntly proposed,
based on sequence analysis, 1 play s role in biotin up-
take [14], To aveid conlusion with bie 8 genes encoding
biotin synthases, we refer in this paper to the 8, melilos
“hio BT and its Roedli homolog (see below) as fio Y
We showed previoushy dlietimportance of exogenous
biotin in the metabalism of B erli [16], Using functional
complementation, genome sequence analysis and other
genetic approaches we ascertained that orthodox biotin
biosynthesis genes are nod preseat in K. eolf [4] and so fo-
cused on biotin transport in strain CE3, which led to the
cloning of an operon functionally homologous to fio-
MNY present in 8 seelifor. We characterized these
genes in A enli with the aim of (1) determining their pos-
sible roles in biotin transport (1) investigating their tran-
scriptional regulation by biotin and the biotin vitamer

dethiobiotin and {11} ascertaining the phenotype of Bo-
MANY mutants in free life and in symbiosis,

1. Marterials and methods
20 Bacrerial siraing, plasmids and grownl condinions

The bacterial strains and plasmids used in this study
are listed in Table 1. Rhizobia were grown at 30 °C n
PY nch medium [}':ast_"i:_l:_act. Fpl7"; peptone,
Spl". and CaCly 7mMY, o minimal medium | MM
with succinate (10 mM final concentration) as carbon
source [16). or in GEFS minimal medium [13] E colf
stramns were grownal 37 70 on Luria—Bertam ( LE] mied-
ium [17]. For vitaniin supﬁ-:menlal:ion studies, MM was
augmented with biptin: dethiobiotin or thiamine 1o a fi-
nal concentrition ol g ml™ ' Cells were serfally sub-
cultured as descnbed by Encarnacion e al, [16], When
required, antibiotics were added a0 the following con-
centrations Tper milliliter): nalidizic acid (Mal), 20
streptomyein (Sm), 20 pg; kanamyein (Kmb 30 g
grl;mm'in.'-in (G, 15 ps tetracyeline ( Te), 10 pe; carben-
n:-nﬂm. (O 100 pg, chiloramphenical (Cmj, 100 ug.

. J_,!DN.-I sentipalation
nated Mo M NE and have no significant sequence similar- 27 0

ity 1o the orthodox genes [12]. Inactivation of tjlhﬂ':::"-'.-','.-__ fbnjugaii.on between £ coll and B oerli or 5. paelllond

wiis done by tri- or bi-parental matings as described pre-

. viously [18,19]. Genomic and plasmid DNA isolation,
mn colomizing alfalfa roots [12,13]. Sequence simi!ag.n'lil? A
suggest that the 5 wielifon biaM and bioX are the ATP-

cloning proceduress and transformation were performed
using standards methods [I7]. Restriction digestions
were performed as specified by the manufacturer { Amer-
shami. DNA  hybridizations were done with DMNA
probes lubeled with [2-"PCTP by random priming
with the Amersham Readyprime system. Hybndizations
were  performed  under  high-stnngency  conditions
(hybndization overmight at 65 *C, followed by washing
al 3750 m Be SRC-0.5% S8 for 5§ min, 2x S8C-0L1%
SD5 for 15 min, 30 min m x S8C-0,5% 508 and
finally 30 min i thos buller at 65 5O

23 POR wnpdificadions and cloning of producis

The oligonuclestides used in thiz study are listed in
Table X, Primer names suffixed Ec or Ba were designed
to introduce EcoRD or BamHI sites, respectively |under-
lined; Table 2). PCR amplifications were done using Tag
DMA polvinerase (Amersham) with the following pro-
gram: 25 °C for 5 min followed by 37 cycles of 95°C
for 45 5, 60 °C for 1.5 min and 72 °C for 1.5 min. FCR
products (Fig. 1) were purificd with Wizard minicol-
wmns {Promega) and ligated into pBBRIMCS-5 [42]
[ Table 1), digested with the suitable restriction enzymes,
such that the genes were placed under control of the fec-
Fa promoter of the vector.
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Bacterial strains and plasmads

Srain or plasmad Eelevant features Reference or source
Brains
R el
CE3 Sm' derivative of wikl type strain CFM42 133]
CEIM CEI derivative, o ld::Km Thas work
CE3Y CE3 derivative, fin}:0Km This work
CE3pM2 CEI derivalive comlaining pRiG4 Thas work
CE3pG CE3 durivative comLaining pBBMCESI A This work
5 melifori & 5
Rmiazl Sm'" derivative of wikl-lype strain 2011 . _‘:‘-i:}-.,\ [34]
Rml021-B3 R 1021 dermwative carrying TnS-B30 in biadf, T e [13]
Rml0z1-Ba R 1021-B3 derivative containing pKG2 i W This wirk
Rinl021-B3h R 1021-B3 derivative conlaining pMMBING e This wirk
E. cali i
[*H5x SupEAS Sl UTAR (8 re ZAM D 5| Rl BRI rocA T end AT gir ARS8 0hd-§ eeldl L | Buibsdy Rescanch
e Labwrilarics
B17-1 CHME:RF-4-2 1 Te: Mo 1 Km:Tn T i 135]
HEM] Foorpec A3, st flor B ot pLAFR pendme library ¥ [36]
A
Plasmmsls o
PEE pBlueseript 11 5K + clonimg veelor, Ap® el Siratapens
pRUSK+ phlucseript BC SK + danimyg vedor, Cn' Ty Sartage
pRCES+ pllussenpt BC RS + daning veetor, O T Stratagene
PICIR PLICE desvative with extended polylinkes, Locda, O 50 ) 137
pRE2HA Conjugation belper plasmid, Ko : _,.'_.' [3%]
pROES Sulcide cloming veetar, Ap", Te Y [34]
pESLIZE Modifled pRCKS + plasmicl with derect maltiple "I-”-"'I |'|'Iu-.gv, 14
flanking the {EKm casserte, Ch', Km"
[HGEE Liiey Brand-hosi-range cloning vector, Cm" __;"'.'-'._ 41]
PERRIMOS-S Brand-host-rusge cloning vectar, Gim' & [42]
pEBMOSSS Aplacs pERRIMOS-3 derivative camryving jH.'-]m:unm:\H-:-u eusd gene from pWMS, Gn® 143]
WS Source of the gusd cassette, S, S’ (] l44]
pREBL3 pLAFRI harhormg Tkb of & erd genmm-DH@mMnlmng.ﬁwHN!" Te' This work
pREBL pREBLI subchone with 5.7 kb o rll]-&::,gme‘ntmumln.g BN This work
pKGl pSK = harboring the 3.7 kb EveRl -I'r&gnk'n.l conlaming SN Y Thas work
phiGla pBCSK <+ with o 1.4 kb EcoBl .'i'guql"l'i:p;.'!pﬁl containing the £ enll phiolf promoter This work
pKGlak pICI0R carrying ihe 1.4 kb Srelt] “Siwe] Fragment with the £ sl phicdd promoder Thas work
pRGIh pBCSK + harbaring 2.2 kb ﬂ‘gﬁ] jﬂlu’l Jragment with ihe complete ® el o and Bio ¥ genes This work
pKGI pMMENS harboring the 3 hlé! .E.'l:nﬂ.] fragment with the complete & sl bip YT This work
pRiG4 pBBMCSST pitfe Mg fosion construct This work
pRGS pROKA carrying 3.7 kb Efn{k‘i I:'ragﬁ:un.i with the & e bie Y ¥ operon This work
pRGH pR G5 containing blﬂﬁ_ﬂkrﬁq the Smal sile This work
pE.GSh pE.H5 containing fioF00Km m ke Vorl st This work
pkGT pBBRIMCS-5 carrging a 1172 bp PCR. product containing bio M This work
generalod wilb-primies ElioM-Ec and Lbioh-Ba
] pEBRIMOS-5 carrying o 726 bp POR product containing bio ¥ This wrk
penralid will prin'g_lll‘: Lo -Ec amd LbsaY -Ba
pRGID pEBR MBS citryisg o 2185 bp POR product with Ma WV Y This wrk
penerated vl primers UldoM-Ec aind Loy -Ba
pRGIT pEBR IMOS-Scarying a 2.2 kb Xhol-EcoRT lragmen contalning Thas wrk

T et b and bin} genes

24 Constriciion af:.frf R l'."'|.|] bioM and bioY meanis

Mutanis were generated by inserting o OEm casseiie
[40] o bisM or bod as follows, The 3.7 kb EceRI
fragment from pROG1 harbonng the complete biaMN Y
operon was cloned in vector pROK4 [39] 10 give
pRGS, A K m cassetie from pBSL 1S [40] was inserted
into the Sewl site of kol or the Norl site of o} in

e "t

pRGS (Fig 1) to produce pRGo and pKGob, respec-

tively. These constructs were mobilized into strain CE3

and km” Cb" T¢" double recombananis (strmns CESM
and CE3Y respectively) were selected. The presence of
the interrupted Sl or ko ¥, and absence of veclor se-
quence, was verified by Southern hvbndization, FCR
analvsis of DNA from CEIM using dio M infragenic
primers MU and MI-L, and from CE3Y using o ¥
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Tahble 2

Magonucleotides used in this work

Primers Sequence (373 Usz of the primers

Ubich-Exc GOAATTCAACTOTATAGAAGOAGCG Upper primser for b cloming

Lhich-Ba GACGOATCCAATCGTCAGGAAGATCOG Lower prineer for s cloming

UbioY-Ec AGAATTCGCCGACGAGCCTGUTTGOG Upper primer for s ¥ doning and confirming the CEXY construct

Lhbioy-Ba GUOGOATCCTOGTOGGTATGUTCAGUAA Lowyr prineer [or fo ¥ cloning and confirming the CEXY construct

M- AGATOGAGOCAAGGGTOGAGS Uppur prinwr [or confirming the CEIM comstruct

MI-L COATGATCCTOTOGACCAGT Lowgr prinwr [or conlirming the CEIM comstruc

BSL-LI GUTTGUTUAATCAATCACCG Upper amd lower primer Tor conlinmning the CE3M aml CE3Y comstructs
Orf | MeM  bie Biok orientation. Cultures of & erliderivatives harboring

E 5 % E
L | | |
ML Uy & Loy -
A Ut B o LeaBa
PG pHEBL
pEGIH
E [
I prGIO
E B
[ PR
[ [
pKGT
B 1kl

Fig. 1. (A} Phosical map of the & en CE3 BioMN Y region. The f3Km -

imserfions in strains CEIM and CEXY ame indicated by inverled
trianghes, Restriclion eneyme ales: E, EcoRL S, Seel: K. Vel Small

arrows show the megion amplilicd with the aligonucleotsde primers
tiseribed m the texl (B Plasmsd mserts wsted lor growlh complie--,
wwtlation of slrm CEIM, Restrictan sites i boldlaes (E, SR B

Boeeea I e 1Bise miroduced by BCR amplifcation. 2

intergenis prmers UbioY -Ec and thl:l-‘i-ﬂu [“Fl_g 11
combination with primer BSL-L1, whigh Lmua'p-unds 1
bath ends of the QKm caseite, vielded products of the
size expected (approximately "Uﬂf‘hp ﬁ)-r TEIM amd
300 bp for CEXYY,

— .'\. e ."'"

25 Construcrion of W hMM':éug.-’u'jrm-:mlprMm}
Siiwdon ewid J-placiovernidoce u:rva'}q.

The 1.4 kb EcaBI- ":'.'.-fm{ fnrgmn:nt from pREBI13 was
cloned In pBCSK+|Etru.:agmﬂ toe produce pKGla
(Takble 13 This insert -.H:-ntama 61 ot of the upstream,
divergently transcribed’ ’Drﬂ iFig. 1) next to bieM, the
Orfl-fo M intergenic region idesignated the pheod re-
gion). and the first 459 nt of bieM. The 1.4 kb ragment
was remaoved from pKGla using the BamHI-Sall sites
of the polvlinker and cloned into plCZOR [37] to give
pEKGlaR, Finally, the fragment in pKGlaR was re-
moved using the Kprl-Sail sites of the polylinker and
inserted inte pBEMOS53 [43] to produce pKGH,
which pfioM and gusd have the same transcriptional

transeriptional Tusion plasmid pRGS (sirin CE3pM2)
or plasmul pBEMOSSS (sipain CE3pG) were precul-
tured in MM lacking supplements and used o inocelate
fresh MM or MM supplemented with biotin, thiamine
or dethiokbiotin. One milliliter samples of the eulivres
were taken at 8, 12,24 and 48 h, which correspond 1o
mid-=log, Lut-g-l-;ﬁg ~early stationary and late siationary
phases, :ﬁlpeu:iwef}' fi-Gilucuronidase (GLSE activity
wis n‘u:aqumgi in the samples with p-nitrophenyl fF-o-glu-
curonide {PNP as subsirate and specific activities are
cxpressed-in nmel p-nitrophenal Tormed min ' 0D, "
qt:-'b}z_l,lkiuaj}:nsinn [20].

'E._ﬂ','-'.ﬁu'mﬂ.'.fun'un aviel mitPogen focarion Qasays

Plant assnys using Plaseeins vlgaris ov. Negro jum-

apu were performed as desenibed previously [18], but
“ with washed 24 b cells from the second MM subculiure
‘used as inoculum. Acetylene reduction assavs, nodule

number and plant and nedule dry weight determinations
were performed using 25 plants per imoculum strain
tested. Nodule eccupancy was determined on 20 nodules
from each of 5 plants, with cach plant being inoculated
with 1 ml of suspension containing 4.5 % 107 cells ml !
of both strains CE3 and CE3M. Addinional nodulation
competilion assays between CE3, CEIM and CEIM/
pRGIO Takle 1y were performed as dewcribed by Brom
et al, [21], bur with washed 24 h cells from the second
MM subculiure vsed as ineculum, and nodule occu-
pancy determined on [0 nodules from each of 10 plants,

27 Biorin (raiesparl aiiavs

For uptake studics using resting cells of B e, cul-
tures were grown in PY rich medium for 24 h, washed
twice with uptake buffer (50 mM potassium phosphate
ipH 665 1md MaCl. 100 pg Coml ') and resus-
pended in fresh buffer tooan Oy, of 3.0 £ 0.1, The cell
suspension | 1.5 ml per assay) was eguilibrated at 30 °C
for 10 min before adding biotin to a final concentration
of 25.5 pM containing 2.8 = 10" MBg d-[8,9-"H biotin.
To messure intracellular biotin content a1 different time
points, 200 pl aliquots were rapadly Gltered through Mil-
lipore HA-type 0.45pm nitrocellulos: filters and washed
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twice with 5 ml portions of ice-cold uptake buffer. The
filters were air-dried and then combined with 5 ml scin-
tillation fluid [22] and radicactivity determined in a li-
quid scintillation counter. To determine the bictin
content of the extracellular medium, 2060yl aliguots
were removed at the same time points as for intracellular
kiotin determinations, centrifuged in a microcentrifuge
at maximum speed for 152, and 150 pl of supernatant
combined with scintillation Auid and radicactivity deter-
mined as described above,

Biotin incorporation by growing cells was determined
during growth in MM supplemented with biotin at a fi-
nal concentration of 0.332 nM contaiming (.041 M By d-
[§,9-"H [biotin. Washed cells from PY cultures were used
as nosulum. At intervals, 1.5 ml of culture was pelleted
in a micreceninfuge and radicastivity determined in
iriphcate 250 pl aliguots of supernatant. The remaining
supernatant was carelully aspirated and the cell pellets
resuspended in 150 pl water, Following what is essen-
tally the biotin uptake assay desenbed by Cronan
[Z3], 1008 pl of resuspended sample was spotiad onito a
2w 2 em® of bloter paper, the paper was washed twice
with 5ml of 1004 richloroacetie acid and twice with
Sml 5% trichloroacetic acid, and then transferred 1o a
vial containing scintillation Auid and radicactivity deter-
mined as described above.

2E Requencing and sequence analysis

Mucleic acid sequencing was done with an Appii'_u:;:]

Biosystems {Foster City. CAJ 373 A DNA sequencing

svstem. Mucleotide and protein sequence hﬂi:iabugii'

searches were made using the BLAST ]:-mglamﬁdlm
the Mational Center for Biotechnology Information ser-
ver. Multiple protein sequence alignments wers ‘made
with the Multalin program 1.5 [25] at 1h,=N|:l'm;ulh Frio-
tein Sequence Analvsis server. Profein. EII;D-EI‘I sequence
and trunsmembrane domains were seirched for using
the SignalP 3.0 [hllp-'j.-'w'\t'.:;bq:dTLl.dﬂsér'r'iDﬂs_."Sig-
nalP-2001 [26] and  TMEMM | programs  (hops)
www,chs diudkfservices TMHMMA 2], respectively,
The GenBank Accession Moo Tor the 8 enld oA Y
nucleotide sequence reported inothis paper is AY 64481,

3. Results and discusslfi.

2.1, Claning of the BIGNINY aperan from R. etli CE3

Attemnpis at functional complementation of orthodox
biotin gene mutants of £ colf or M ledl with a B efl
CE3Y gene bank, and identification of hief homologs
by PCR or hybridization techniques were unsuceessiul.
These results and analysis of the K ¢ili genome sequence
suggest that 1t does not encode the orthodox bie genes
with the exception of a possible bicd homolog [4] We

thus focused on bictin uptake in strain CE3, mobilizing
a pLAFR] cosmid bank of this strain [36] into 5 el
off bie M mutant Rml021-B3 (Table 1) followed by
selection on GTS medium lacking biotin, Following a
2 day, 30°C incubation, larger colonies were picked
from a background of microcolonies and streaked onto
GTS with or without 0.04 Ul avidin, Avidin is a
biotin-binding protein, which would seguester any frec
biotin introduced inte the mediom as a contaminant
of the agarose or other m&l:lim components. Strain
Rml0Z1-B3 is unahle 1o grnwpn GTS containing avidin
and forms only microcolonies.on’ GTS without avidin:
several putatively mmplcmtnlud clones of the mutant
were selected owing te ther-dability to form small colo-
nies on the mld:ln—nﬁutdlnmg medium and larger colo-
mies on the medmm Ll:,kmg avidin, Cosmids 1solated
from several ul-"lhg:: clomes revealed a number of differ-
enl restriction. ]:lu.ﬂcl'ﬁ-s all of which contamed three
COmman Ej:nRT hamads, The cosmid containing  the
smallest mnsert, designated pREBLY (Table 1y was fur-
ther characterized, EcoRI ragment deletion subeloning
localized the complementing region of pREBIY 10 a
5T kb EraRl fragment, This fragment cloned either in
veetor pPLAFR I (plasmid pREBB) or vecior pMMEB206

__{-tl] {plasmid pKGL Table 1) allowed wild-type growth
_~'_'.|:.-!:_Rn.:l[lil B3 on GTS medium lacking biotin. We ob-
© served a clear complementation of Rml021-B3 by
Vo pKG2 in MM batch cultures, where it grew similarly

o the 5 meelifon Rm-1021 wild-type, while a control

O strain containing the vector pMMBIEG grew similarly
oto B mutant Bml02Z1-B3 (results not shown). Thus,

plasmid pKG2 expresses a gene that is functionally
homologous to 8. melileti bie M.

The nucleotide sequence of the 3.7 kb regon of & erlf
DNA complementing & mefileti Rm1021-B3 revealed
three open reading frames (Orfs) with similarity o 5
melilors bipMNY, with the genes arranged in the same
order {1z 1p, The B etli bio M, SioN and bie ¥ genes en-
code preslicted products of 223, 200, and 1585 ag, with
aming acid sequence wentities of 600G, 47%% and 54%,
respectively, 1o the corresponding deduced protein prod-
uets from 8, mefilard, Upsiream of fis M a divergent par-
vl Ol s predicted 1o encode the Arst 196 aa of a
protein with 704 sdentity 1o the corresponding region
of & smedifond Onl YdSa 1, which oceurs in the same rel-
ative position in that organism. A possible rbosomal
hinding site | AGGTA), preceded by a putative —35 pro-
moter region (TTGACT), occurs before fuol: we did
not find a corresponding — 10 region. wold has a TTG
start codon inferred by the deduced translation product
sequence alignment with BioM from & mefdlor. The S
melifor oM promoter contains these features in addi-
tion to a possible — 10 region. but apart from this has lit-
tle similarity to the promoter region of & ool In
agreement with the 5. mefileti BioM and BioN similanty
search resulis of Emcheva et al. [12]. the & eofi Biol
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and BioM are most similar 1o cobalt transporter ATPase
(Chich and permease (Chil) components, which oceur
in a number of bacteria. Based on studies of biotin
transport in the S meldond wild-type and a bie A mutant,
Enicheva et al. [12] sugpested that Bdo MY were involved
in retaining intracellular biotin rather than its transport.
The biotin transport charactenstics of the B efly blald
mutant {see below) show that the hie WNY operon is in-
volved i biotin transport at low extracellular concen-
trations of the vitamin.

Previously, the mvolvement of BioY in biotin metab-
olism in B sphacricis was suggested [15], and b ¥
homologs occur in many bacteria, alone or sometimes
associated with Bio M and MoN homelogs or with genes
invelved in biotin bicsynthesis [4,14) Interestingly, A
henefacicns has three contiguous Orls encoding proteins
with &2%, 48% and 68% deduced amine acid identity 1o
the R. erli bia M, biaN and bie ¥ predicted gene products
and 1t also encodes the erthodos bie genes (in the oper-
oit P BEDAT I a dilferent place inats chromesome [10],
Other thizobia like M. Josand B joponicem have only a
bio ¥ homolog i addiion o the orthodoy o genes
[£,9], while 5 selifon containg Mo, ko and b ¥
but lacks Tunctional orthodox bictin genes with the
exception of hief [T12] In R erli, which also lacks
arthodox biotin genes (except for a putative died homo-

log [4]), a Tunctional dieWNY operon is sufficient 1o al-
low good growth when a minimal concentration of

cxogenous biotin is present, as described below.

3.2 Groweh characteriziics of e R, etli bioM ml_e{ui}.i'___.

We constructed a double recombinant Etlail_:l_.'lt'ﬁsﬂ]:'.

in which fio M was insertionally inactivated (Fig: 1) and
analyzed its growth in MM in the presence or absence of
biotin or the biotin vitamer dethiobioting Strain CE3M
showed a biotin aurotrophic phenotype during the sec-
ond subculture in MM lacking biotin. (Fig. 24
Although the mutant also grew mare shimly than wild-
type sirain CES in MM supplemented with dethiokiotin
or biotin, it eventually attained the sime cellular density
(Fig. 2A). These resulis are comsistent with a transport
defect in the mutant, which.is largely overcome by the
entry of biotin into the cell by passive diffusion (as can
oecur in £ coli, [28] auﬁ the resulis of transport assays
[3ee below| sugpest that” h_mlu:; uptake in the mutant iz
affected only at very low bigtin concentrations.
Introduction of pEGI containing the R eelf fuo-
MNY operon) or pKGI] (containing MeNTY) inio
CE3M (Fig. 2A and B, but not pKG7 (containing only
mod; Fig. 2C} or vector alone (pBREIMOCS-5) (result
not shown), restored its growth in MM and MM supple-
menied with biotin or dethiobiotin. The mutant could be
partially complemented by pKiGY (bied) (Fig. 2D
These results suggest that oM by itselfl cannot comple-
ment CEIM because hipN' ¥ transcription does not occur

in the mutant. Functional complementation of CE3M
by the plasmid containing dieNF, might occur because
the missing BioM s cross-complemented by the ATPase
component of a different ABC-tvpe transporier, consis-
tent with the ATPase being the most conserved compo-
nent of ABC-type transporters [32] Examples of this
type of functional cross-complementation have been re-
ported i Safwosella ypfiiueium [29] and E coli [30].
The fact that Hie ¥ could support partial growth of the
mutant ndicates that it by tself is able to fulfil some
function related to biotin 1_i"aﬁ|_ip_|:ult {see below].

2.3 The bioMNY aperon is ingidved i Biotin rranspor

The incorperation of biotin by resting cells, and its
coneomitanl disappearance from the assay medium,
was d:trnninudi ﬁu the wild- Aype and bl mutant
strwins. Cells’ e “obtained from PY cultures £rown
for 24 h and: :I'I.H!:ﬁ.:lu correspond 10 the phvsiological
state of ghe _Qtlls used o inoculate the MM cullures
for the long-term incorporation studies described below,
Strain CEIM transported biotin at a slower rate amd
incorporated it 1o a lower final intracellular concentra-
ticw than did wild-type CE3 (Fig. 31 Differences in bio-

Ain trangport were most evident at the earliest time point
Casgaved 2 min), where incorporation in the mutant was

ﬁn{f-jﬂ‘ﬁ. that of the wild-type. Meither strain incorpo-

crated additional biotin at 30 min or bevond, with the o-

1al bictin incorporated in the mutant being about 80%

. that of the wild type. The slower transport rate of the
" mutant was mirrored by the lower rate of biotin disap-

pearance from the assay medium in companson to the
wild-tvpe. Similar differences in biotin transport were
found at biotin concentrations ranging from 10 o
100 pM. bevond which no differences were seen.

To further characterze the biotin transport function
of the MoMNY operon. we analyzed the ability of
wild-tvpe CE3 and SoM mutant CEXM to sccumulate
*H-biotin during growth in MM (Fig. 4. Data are pre-
semted  for CEXM contuming  the contral  veclor
(PBBRIMCE-51 10 allow companson with the biolin
mcorporation by plasmid-complemented CEXM sirans
discussed below: biotin mcorporation by sirn CE3M
wing essentially identical to that of CEAM vector. Biotin
acenmulation in CEIM/fvector was 300 that of wild.
ivpe strain CEY after 4 b of growth, with this difference
progressively diminishing with further growih, possibly
ag a result of the passive diffusion of biotin across the
mietbrane. The lower biotin accumuolation in the mu-
tant is consistent with its markedly slower growih in
MM with biotin ( Fig. 2A). Differences in biotin accumu-
lation between CE3 and CEAMvector were found only
when the biotin concentration was lower than 0.532 nb;
al higher concentrations the levels of biotin incorpo-
rafed by wild-tvpe and muotant were similar (resulis
not shown).
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Fig 2. Growth curves from complementation analvsis during the 2nd subeoulinre m manimal nsedium with or without bictin or dethiobiciin. Results
are 1k mean for two independent experiments sach assayving duplicate samples. Values for each poimt differed from the mean by less than 0%, CE3,
open circles; CE3M, closed circless CEIM/pBlG M, open sguares; CE3M/pK G, open triangles: CEIM/pEGT, grey squares: CEIMpRGY, closed

triangles; CEXY, X's; CEMWY/pKGY, crosses

Strain CEAM compléemented with pkG10 (contain-
ing Mo MN ¥ showed equal tocor greater than wild-type
biotin accumulation- Fig. 4) and grew as well as the
wild-type strain {Figo 240 Biotin accumulation by
CEIM/pKGI] (Mo V) was significantly higher than
that of the mutant, suggesting the possibility that the
rode of hieAd might ke fulfilled by another ATPase com-
ponent. Introdoction mto CE3M of bicM alone (plas-
mid pEGT) slightly increased biodin accumulation in
the mutant at 45 h, but to a level lower than that ob-
served in complementation with pKGHE or pKGIL,
mdicating that #el can function o some extent with

ather permease componenis to facilitate biotn uptake.
The increased biotin accumulation in CEIM/pKGY
1o ¥iois consistent with s sood growih, relative io
CEIM, in MM containing biotin (Fig. 2. This indi-
cates that the B #ff BioY plavs a role in biotin transport
1see below) and provides the first experimental evidence
for the function of & de Y product, whose family mem-
bers are currently reporied in the InterPro database as
being of “unknown Munction™.

These results show that biotin transport 15 increased
in the presence of a functional heMN Y operon. From
therr sequence similanties, fol and bieN hkely en-
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Fig. 1. Biotin uplake by resting cells of the & e wild-type (open
cirches) and fie M motamt (closed circles) taken from 24 B PY cultures)
Msay mistures contained 235 pM hictin containimg 2.8 = 107 MBy
d[E.9, ' Hhistin., Comtimuous amd broken lines show intrcellular amd
supernatant bictin kevels, respecinely. Values are the average = slan-
daared o for G imdipemlent e perinsents.

code an ATPase and permease. respectively of an
ABC-type transporter which lacks a contiguously-cn-
coded subsirate-binding protein, as has been shown
m some other members of the family [30032] I is
possible that in the organiems lacking SieMN bat con-
taining el BioY could function as a permease
protein alone or with a different ATPase subunii.
The R edfi BioY has o putative signal peptide - com-
prised of amimo acds 1-2% with o possible oleavage

site between residues 29 and 30 Additionally, i has
at least five possible transmembrane sezments pre-
dicted by compuiational methods (see Materials and
miethods), indicating that it may funeiion as a perme-
ase in biofin transport, in agrecment with our trans-
port assay results.

Because Mo ¥ was able to partially complement the
growth {Fig. 2D and biotin transport (Fig. 4 defects
of the fiedf mutant. we constructed the double recombi-
nant straim CEXY m which bie ¥ was insertionally inac-
tivated | Fig. 1) to further invesfigate the role of this gene
mn biotin transport. In MM, CE3Y grew more poorly
than the CE3 wild-typd but better than the CE3M mu-
tant. despite the fact-that it did not incorperate more
biotin than the latfer strain (see below). Introduction
of pKGY (contuiming the & ofi ko ¥, but net the veclor
alone (pBBR I MOCS-5), 1o CE3Y restored ils growth in
MM (Fig. 2E and rezulls not shown,

W amalyzed the ability of strain CEXY 1o awcum-
late "H-blotin during growth in MM (Fig. 41 During
the frst 12h-of growth the bie ¥ mutant accumulaned
sighificantly less biotin than the wild-type in & manner
stmilar toethat of mutam CE3IM, Introduction of plas-
mid pRGY (containing die ¥ restored biotin accumula-
tion in CEIY 1o near wild-type levels. Tv is possible
that Bioh and BioXN in strain CE3Y associate with
a -peotein similar 1o BioY in order to allow betier
growth and biotin transport. although no close homo-
Iogs 1o Mol exist in strain CE3. In any case. the
diminished capability of the &Moo} mutant to transport
biotin indicates a role for the gene product in biotin
transport.
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Fug. 4. Imtracellular bioim mearporatian by growing cells durmg growih in manimal medivm supplemenied with 0,532 oM o1l bsotin {contaiming

0.0 MBag d[E.9, 'H]bictin). Results are the mear

5.E Tor two independent experiments, cach with tmplicale assvs per sumple. CE3, white bars;

CEIM-vector, cross-hatched bars; CESM/pEAG LD, hght grey bars CEIMpE G, dark prev bars; CESMpEGY, black burs; CEIMpRGT. stippled
bars: CEIY -wector, thick cross-hatched barse CE3Y//pR G2, honzomially lned bars.
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Fd Bionn represses phiolM rronseripiion

To analyze the transcription of the & eifi MaMNY
aperon, we constructed plasmid pRG4 (Table 1) in
which the promoter region of Se M | plia M) is transcrip-
tionally fused to the gisd gene encoding [f-glucuroni-
dase (GUSL GUS expression was tested in the wild-
type strain CE3 background istrains CE3pM2 and
CEXpG) during growth o MM oand m MM supple-
mented with biotin, dethiohiotin or thiamine. GUS
activity in CE3ps, used as a control. was always less
than 0.5 nmol PNP min ™" QD At all time points as-
sayed, GUS expression im CE3IpM2 was significantly
higher in unsupplemented MM gz compared to MM
containing any of the supplements, with the lowest
GLUS expression occurring in the MM contiining bactin
(20405 of that occurnng i MM; Fig. 31 Thus, the
expression of the bisMNY operon was markedly
reduced dunng growth in the presence of biolin as
would be expecied Tor a bigh aifiniy biotin transport
svstem, Imterestingly, expression was alzo diminished,
bt less drastically, i cultures containing dethiobiotin
or thiamine. This repression may be an indirect effect
resulting from the conversion of the vitamer dethiobio-
fin inte biotin, or the induction of de nove biotin
hiosynthesizs by thiamine. Thiamine supplementation
of foeadi cultures has previously been shown 1o maintain

synthesis [16.18] As B edd does not encode a Bfed
homelog. biotin synthesis from dethiobiotin would have

to be performed by an unknown reaction not involving '

an orthodox botin synthase.

GUS sctivity
(ol PP min k'

12 14

TIME {hj

Fig. 5. fiold promater:grerd fusion protein expression in & el strain
CE3pML Cells were growm i MM i white barsh, or MM with bsotin
ight grey bars), dethichiotin (dark grey bars) or thinmine (hlack bams|
and assayed For GUS aclealy al the times mdcated. Values are b
mwan = S.E for two indepemdent experiments cach wsing duplscile
assays of duplicate cultunes.

A5 The bioM pavtany s fess competitive for radidarion

We analyaed the wild-type strain versus biled mutant
CEIM in svmbiosis with bean planis. Mo statistically
significant differences in acetvlene reduction, nodule
number, or plant and nodule dry weights were apparent
between the two strains. We did observe, however, a
diminished capacity of strain CE3M 1o form nodules
when co-inoculated inoa 121 muxture with the wild-type,
where the percentage of nodales formed by the wild-type
was TI% versus 30% for the AigM mutant. In additional
experiments using the procedore of Brom et al. [21] the
percentage of nodules formed by CE3 and CE3M were
Bdbe amd 16% respectively-Introducing pRAGID (con-
taimimg Bio N T into CE3M, restored wild-type nodule
formation: in two independent competition assuys using
 1:1 mixture ol strins CEAMPEG10 and CEIM, 71%
andd 73% of modules were fommed by the complemented
sirain, versus- 2% and 27 by mutant CE3IM. These
findings strengthen the contention that wptake of
plant-derived biotin is important in the Rbizobiwmr-le:
gume symbiosis [13],

A Lﬁchnﬁ‘rel'mlu
o

bigtin-dependent  carboxylase enzyme  activitics  and

holo-enzyme levels by apparently stimulating  biotin -
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3. RESULTADOS ADICIONALES

3.1 Busqueda de bioB por PCR e hibridacién

Las condiciones empleadas para la amplificacion por PCR y los
experimentos de hibridacion de los resultados adicionales son las que se
mencionan en la seccion de métodos del articulo Guillén-Navarro et al., 2005b,
salvo por las temperaturas y tiempos de fusién y extensién de los PCRs que
dependieron de las caracteristicas de los oligonucleétidos y el tamafio de los
productos esperados.

Como una estrategia para localizar bioB en R. etli CE3, se disefaron
oligonucledtidos a partir de secuencias conservadas internas a bioB de
organismos Gram negativos, para tratar de amplificar por PCR algun homadlogo
de este gen. Para ello, inicialmente se utilizé 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
oligonucledtidos usando como templado ADN gendmico de R. etli CE3 no
amplificd ningun producto. Por otra parte, se hizo un PCR con ADN gendmico de
A. tumefaciens, con el que se amplificé un fragmento del tamano esperado
(alrededor de 700 pb), demostrando que los oligonucleétidos si eran adecuados.
Este producto se purificé por medio de minicolumnas Wizard (Promega) y se
utilizé6 como sonda en la busqueda de bioB tanto en ADN gendémico como en el
banco de césmidos de R. etli (construido en pLAFR1, con fragmentos de la
digestion 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 observé alguna sefial
que sugiriera la presencia de bioB en este organismo. Los resultados de las
hibridaciones fueron confirmados al hacer una busqueda de bioB en el genoma
de R. etli, recientemente secuenciado en el Centro de Ciencias Genomicas
(antes CIFN, UNAM). Esta secuencia se completé cuando la mayoria de los

resultados presentados en este trabajo ya habian sido concluidos.



3.2 Busqueda 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 biosintesis de biotina se realizo la
busqueda de auxotrofos de esta vitamina por mutagénesis al azar con el
trasposon miniTn5-LacZ1 (mTnS) (de Lorenzo et al., 1990). Se sembraron 6500
colonias en MM sdlido con succinato 10 mM y MM-succinato enriquecido con
una concentracion final de 1 ug ml”" 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 tenian el marcador de la insercion de mTn5. Para confirmar si
estas colonias presentaban un fenotipo de auxotrofia por biotina, se evalué el
crecimiento de estas colonias en medio liquido: MM-piruvato 10 mM
suplementado con 1 ug ml™ de biotina y MM-piruvato sin biotina, con 0.6 U 1" de
avidina, que atrapa a la biotina libre en el medio e impide su uso. En estos
experimentos se empleé un medio con piruvato como fuente de carbono, pues
R. etli depende mas de biotina para metabolizar piruvato (por medio de la
piruvato carboxilasa), que en el caso de succinato. Ademas se hicieron ensayos
de cultivos en caja con MM-piruvato con biotina y MM-piruvato con 0.15 U I' de
avidina. No se logro aislar alguna mutante que presentara un fenotipo claro de

auxotrofia de biotina.
3.3 Busqueda de genes bio por complementacion de mutantes

Una alternativa mas que se llevo a cabo en la busqueda de los genes bio
en R. etli, fue el intento de complementar mutantes que tuvieran interrumpido
alguno de los genes bio. Ademas del intento fallido de la complementacion de
mutantes de E. coli hecho previamente (Dunn, M. y Araiza, G., resultados no
publicados), se traté de complementar las mutantes bioA” (Tn5-5) y bioZ = (Tn5-
27) de M. loti R7A (Sullivan et al., 2001), con el banco de cosmidos de R. etli ya

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



decir, que su crecimiento solo se diferenciaba ligeramente del de la silvestre,
aunque con avidina la diferencia era mas evidente; debido a esto, se evalu6 su
crecimiento en MM-piruvato (10 mM) con un gradiente de avidina: 0.05, 0.3, 0.6
y 1.2 U I'". Se determiné que 0.6 U I'' de avidina era la concentracién 6ptima
para distinguir el fenotipo al comparar con la cepa silvestre (R7A) y por lo tanto
se utilizé esta concentracion para los ensayos de complementacion.

Se encontré que a la mutante bioA” la complementaron dos de los
césmidos del banco de R. etli, que compartian dos bandas cuando fueron
digeridos con EcoRI. A bioZ " la complementaron tres cosmidos mas del banco,
que no compartieron bandas con los que complementaron a bioA’, pero que
compartian tres bandas entre si. Estos resultados sugirieron la presencia de
ambos genes en R. etli CE3.

La busqueda hecha en la secuencia del genoma total de R. etli, indico la
presencia de un marco abierto de lectura (orf) en el plasmido p42f, con 69 y 65%
de identidad con respecto a bioA de A. tumefaciens y B. japonicum,
respectivamente, lo cual confirmé la presencia de bioA en R. etli CE3. Ademas
se encontro otro orf en cromosoma, con baja similitud (24%) a bioZ de M. loti. En
S. meliloti, a pesar de que tampoco tiene homdlogos de los genes clasicos de
sintesis de biotina, también tiene un homdlogo de bioA que no complementa a la
mutante bioA de E. coli, aun utilizando distintos promotores y un homologo 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 operdn bio, los cuales estan ubicados en loci diferentes (Guillén-
Navarro et al., 2005a).

3.4 Expresion de la fusion GUS con el promotor del orf1

En el articulo publicado, derivado de este proyecto (Guillén-Navarro et al.,
2005b) se presentan los resultados de la expresion de la fusidn de la regidn
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 posicién opuesta al operdn



bioMNY se transcribe (ver Fig. 1 de Guillén-Navarro et al., 2005b), y si lo hace
en las mismas condiciones que pbioM::gusA, se analizé la construccion que
contiene el mismo promotor, pero en orientacion inversa.

El fragmento EcoRI-Smal de 1.4 kb derivado de pKG1 y que contiene a
pbioM, se clon6 en pBCSK (pKG1a, ver Guillén-Navarro et al., 2005b). Este
fragmento se clond en el sitio Spel-Clal del plasmido pBBMCS53 (Girard et al.,
2000) que contiene el gen reportero gusA. De esta manera se obtuvo la
construccion de la orientacion invertida de pbioM con la fusidn gusA, que se
designé como pKG3. La orientacién de este promotor en pKG3 se confirmé por
medio del patrén de restriccion. Se obtuvieron las transformantes de R. etli CE3
con pKG3, para dar lugar a la cepa CE3pM1.

Se analizo la expresion de la fusion 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 determiné la actividad GUS en el control
CE3pG, con el vector pBBMCS53, que fue menor a 0.5 nmol PNP min™ D.O.s40™
(Guillén-Navarro et al., 2005b). No se observé alguna diferencia significativa de
la expresién entre CE3pM1 y CE3pM2 (Tabla 1). Esto implica que el orf1 se
expresa en las mismas condiciones que el operdon bioMNY vy por lo tanto sugiere
que debe tener algun papel en el metabolismo de biotina. Al igual que en la
construccion de CE3pM2 (que contiene pbioM), la expresion en CE3pM1 (con

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



Tabla 1. Expresion de la fusion 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 + desviacion estandar de dos experimentos independientes, cada uno
con ensayos por duplicado de cultivos por duplicado.

Actividad GUS (nmol PNP min™ D.O.s4™)

8h 12 h 24 h 48 h

MM

CE3pM1 6.82 +£0.57 9.14+1.72 11.67 +£1.95 932+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+£0.73 525+1.18 37+£04 3.03+£0.11

CE3pM2 5.06+0.22 443 +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+0.25 538+ 1.23 5.01+1.53 377+ 1.3

3.5 Identificacion de BPL en R. etli CE3

Paralelamente a la busqueda de los genes bio en R. etli, se hizo también
la busqueda del gen que codifica al homdlogo de la BPL empleando técnicas de
hibridacion y PCR. Como se menciono anteriormente, la BPL es la holo-
carboxilasa sintasa encargada de llevar a cabo la biotinilacion de las
carboxilasas y en algunos organismos también regula la transcripcion de genes
de sintesis de biotina (para mas informacion ver la seccion 3 de la revisidon
Guillén-Navarro et al., 2005a).

Con este objetivo se disefaron oligonucleotidos 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 oligonuclettidos se amplificaron por PCR,

(usando como templado ADN gendmico de R. etli CE3), productos del tamafio



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

Por otra parte se hicieron ensayos de hibridacion en los que se usé como
sonda un producto de PCR de S. meliloti 1021, de 850 pb que contenia completo
al gen que codifica a la BPL, que es de 750 pb y otro de A. tumefaciens, de 720
pb, de la region interna. Las respectivas hibridaciones se hicieron en condiciones
de alta severidad (62 °C) contra el ADN gendmico de R. etli CE3 digerido con
EcoRI. En ambos casos se observaron sefnales de aproximadamente 5 kb.

Estos datos sugieren la presencia de un gen que codifica a un homédlogo
de BPL en R. etli CE3 similar al de otras rhizobiaceas de las que ya se tiene
secuenciado el genoma (S. meliloti, A. tumefaciens, M. loti, B. japonicum). El
analisis de la secuencia total del genoma de R. etli, confirma la presencia de un
homodlogo de BPL con 70 y 68% de identidad con respecto al BPL de A.
tumefaciens y S. meliloti, respectivamente. Este carece de la region N-terminal
caracteristica de los BirA, por lo que probablemente no tiene funcion regulatoria,
como el caso de las presentes en las otras rhizobiaceas (Guillén-Navarro et al.,
2005a).

3.6 Ensayos de utilizacion de biotina in vivo

Para comparar la capacidad de usar biotina de la cepa silvestre con
respecto a la mutante CE3M, se analizé la presencia de proteinas biotiniladas
por medio de Western-blot. EI 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-HClI (20 mM, pH 7) y 100 pg ml” de
cloranfenicol, y luego fueron resuspendidas en el mismo buffer a una D.O.s4¢ de
aproximadamente 2.0. Se tomd una muestra de 10.8 ml de esta suspension y se
le agregd 1.2 ml de biotina o detiobiotina (para una concentracion final de 0.1 ug
mlI"), 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 maxima

velocidad, se desechd el sobrenadante e inmediatamente se colocaron en N,



liquido, para posteriormente guardar las muestras a —70 °C, hasta que fueran
procesadas. Se determind la concentracion de proteinas 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 separacién
de proteinas. Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa por
medio de un electroblotter Millipore Milliblot Graphyte tipo Il, de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Las proteinas 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 proteina biotinilada predominante es de
aproximadamente 120 kDa que corresponde a PYC. No se logran detectar las
bandas que corresponden a las proteinas 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 excepcién del ensayo con biotina a los 60
min. Este patron se presenta comunmente en el extracto proteico de R. etli
(Dunn et al., 1996, 2002).

Se advierte que la cantidad de proteinas biotiniladas se intensifica con el
tiempo, a partir de la adicion 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 proteinas. 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 proteinas biotiniladas ligeramente mayor que las del control (con
buffer). No se percibe una diferencia clara, en las tres condiciones, entre la
intensidad de proteinas biotiniladas de la cepa CE3M comparados con la cepa
silvestre.

Los resultados de éste experimento demuestran que la interrupcion del
operdn bioMNY en R. etli CE3M no afecta la reaccion holo-carboxilasa sintasa
del homodlogo de BPL. Por lo que se sugiere que tanto en CE3 como en la
mutante CE3M se esta llevando a cabo la biotinilacion de las carboxilasas. De

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



el que lleve a cabo ésta funcion, sin embargo, habria que hacer una mutante

para confirmarlo.

PYC * — — — —_— i —— e — e ——
PCC =»
14kDa » —
=
0 10 30 60 0 10 30 60 0 10 30 60 min
CONTROL BIOTINA DETIOBIOTINA

Figura 4. Biotinilacién in vivo de células de 24 h, del segundo
subcultivo de CE3M. Ensayo con pulsos de biotina, detiobiotina
(0.1 ug ml™"y o con buffer Tris-HCI (20 mM, pH 7), usado como
control. Los carriles fueron cargadas con 9 ug de proteina total.

3.7 Busqueda de genes bio en otros microorganismos

Para conocer la distribucion de los genes bio en los microorganismos, se
hizo una busqueda de la presencia de homdlogos de los genes clasicos (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 analisis.
Esto se realizd utilizando las bases de datos GenBank y KEGG

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

http://www.genome.ad.jp/kega/kegg2.html,  respectivamente), ademas se

tomaron en cuenta datos del articulo 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



la via clasica (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 algun homodlogo de bioY. De
esta manera, el 67 % de los genomas totalmente secuenciados analizados aqui,
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 clasicos bioF, A, D y B ademas de
bioY. Esto podria sugerir que estos organismos, ademas de que cuentan con el
transportador BioY, posiblemente llevan a cabo la sintesis de biotina, lo cual
podria conferirles cierta ventaja frente a otros organismos competidores. Como
podria ser el caso de A. tumefaciens o M. loti (ver Tabla 2) al colonizar a su
hospedero.

Por otro lado, también se hizo una busqueda de homdlogos de bioM y
bioN, que a diferencia de bioY se encuentran poco distribuidos (Rodionov et al.,
2002). En este andlisis solo el 14 % de los genomas totalmente secuenciados
los presentan. Resulta interesante observar que, con muy pocas excepciones,
aquellos genomas en donde se encuentra algun homélogo de bioM y/o bioN,
también presentan un homoélogo de bioY (Tabla 2). Sin embargo no se hizo un
analisis para determinar la ubicacion relativa entre estos homdlogos, es decir, si
estan en un operdn o por lo menos cercanos entre si.

Es importante observar que en arqueas predomina la presencia de bioY
sobre los genes clasicos de la biosintesis de biotina. En estos organismos la
biotina no es una vitamina indispensable para la sintesis de membrana pues
esta mayormente compuesta por isoprenoides y no por acidos grasos como en
las bacterias (Itoh et al., 2001). Como se sabe, la primera etapa para la sintesis
de acidos 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 mayoria de los organismos analizados, se
encuentra bioY y no los genes de sintesis de biotina, indica que la obtienen

principalmente de fuentes exdégenas.



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

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 #
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# Secuencia incompleta.

?  Se desconoce si tiene algiin homdlogo en el resto del genoma.

+ Homologo presente en el genoma.
~+ Existe un homologo, pero con bajo porcentaje de identidad (entre 24-30%).

* Presenta exclusion de bioY con respecto a la via clasica (incompleta con uno,
dos o ninguno de los genes clasicos bioF, bioA, bioD o bioB).



...( Tabla 2, continuacion)

Genoma bioM bioN bioY bioB bioD bioF bioA

Gamma-Proteobacteria
Acinetobacter calcoaceticus # * 7 ? ?
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

~
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Delta/Epsilon-Prot.
Campylobacter jejuni *
Desulfovibrio desulfuricans # ? ? + + +

+
N
-+
N




...( Tabla 2, continuacion)

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 N N n " "

tengcongensis




...( Tabla 2, continuacion)

Genoma bioM bioN bioY bioB bioD  bioF  bioA

Actinobacteriae
Bifidobacterium longum * o+ +
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 n " N " N

elongatus
Trichodesmium erythraeum # ~+ ? + ? ? + ?
Clamydiae
Chlamydia muridarum * + +
Chlamydia trachomatis * + + ~+
Chlamydophila caviae * + +
Chlamydophila pneumoniae * + + + +
Otros
Aquifex aeolicus * + + + +
Chloroflexus aurantiacus # ? ? + ? ? ? ?
Deinococcus radiodurans * o+ + +

...( Tabla 2, continuacion)



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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+

+

+
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+
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

La via de sintesis de biotina parece ser comun en todos los organismos
que tienen codificado en su genoma los genes bio clasicos (bioA, bioF, bioD y
bioB). Aunque en este proyecto se determind que R. etli no contiene estos
genes, a excepcion de un homélogo de bioA, (como en el caso de S. meliloti)
existen evidencias de que no es un auxétrofo de biotina, (ver seccion 2 de la
revision Guillén-Navarro et al., 2005a). Adicional a lo que se expresa en la
revision, 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 concentracion de proteinas
biotiniladas al que muestra el ensayo sin suplementos, o que sugiere que tiene
la capacidad de utilizar detiobiotina para sintetizar biotina. Se ha reportado que
S. meliloti GR4B es capaz de producir pequefias cantidades de biotina
(alrededor de 0.1 ng mI”") 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 algun homélogo a los genes bio, puede
sintetizar biotina cuando se le suministra detiobiotina en cantidades
relativamente altas (al menos 1 uM; Bowman y DeMoll, 1993).

Esto sugiere que en R. etliy S. meliloti puede existir una via alternativa de
sintesis de biotina, por lo menos en el ultimo paso de la ruta, por un mecanismo
que podria ser diferente a lo conocido hasta ahora. Dada la gran complejidad de
la reaccion de sintesis de biotina a partir de detiobiotina, es muy probable que el
mecanismo alternativo se lleve a cabo por un complejo enzimatico. Dicho
complejo tendria que involucrar al menos un donador de azufre, una cinasa y un
aceptor de electrones que podria ser una flavodoxina, como en el caso de la
reaccion 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 infeccibn de su hospedero. Asi que,
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independientemente de la posible sintesis de biotina en este organismo, en el
presente trabajo se demostrd 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 operon bioMNY. Como se observé 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
difusién, 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 esta la biotina; sin embargo habria que analizar una cinética de
nodulacién, para ver en qué momento se da esta baja disponibilidad para la
bacteria.

Los resultados de los ensayos de la transcripcion con el promotor pbioM
indican que la mayor expresion del operon 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 concentracion y como no puede expresar el operon bioMNY, se ve mas
limitada en comparacion con la cepa silvestre, que si puede hacerlo.

Por otro lado, es claro que el operén bioMNY es reprimido en presencia
de biotina; se sabe que la regulacion por biotina de algunos operones, asociados
con la sintesis de esta vitamina, involucra a una BPL bifuncional llamada BirA.
Estas proteinas tienen en su region N-terminal, un motivo hélice-vuelta-hélice
(‘HTH’), que se pega en el promotor y reprime su transcripcion. Sin embargo, el
BPL de R. etli carece de esta region N-terminal, como es el caso de otras
rhizobiaceas. Esto indica que el promotor pbioM debe ser regulado por otro

mecanismo; no obstante, el analisis de la secuencia de este promotor no reveld
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la presencia de algun motivo regulatorio conocido, por lo que habra que estudiar
a detalle como se lleva a cabo su regulacion.

Resulta interesante que la fusién del promotor del orf1::gusA, también
tiene niveles de expresion similares al de la fusion pbioM::gusA, bajo las mismas
condiciones. Esto sugiere que el orf1 podria tener alguna participacion en el
metabolismo de biotina, quizas en el transporte. Es importante sefalar que en A.
tumefaciens se encuentra un homologo del este orf en la misma posicion relativa
que en S. meliloti y que en R. etli (Guillén-Navarro et al., 2005a). Aunque estos
orfs pertenecen a una familia de proteinas bacterianas con funcién desconocida
(DUF1006; InterPro IPR009351), se puede sugerir que tienen un papel
especifico en estas rhizobiaceas, probablemente en la etapa de colonizacion,
como ocurre con el operon bioMNY en R. etli. Seria interesante analizar el
fenotipo de una mutante en este orf para tratar de definir su funcién.

La funcion de cada uno de los componentes del operon bioMNY en R. etli
parece tipica de un transportador tipo ABC, donde BioM es la ATPasa y BioN la
permeasa. En este contexto se puede pensar que BioY actua como otra
subunidad del TMD junto con BioN. No obstante, al hacer el estudio de la
distribucion los genes que los codifican, se observé que tanto bioM como bioN
estdn poco distribuidos en relacion con bioY, entre los microorganismos
contemplados. Un analisis del arbol 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 estan los operones de
genes de sintesis de biotina, el de genes homdlogos a bioMN, o los del operdn
yhfS-yhfT que son homologos a ligasas de acidos grasos-CoA de cadena larga y
acetiltransferasas de acetil-CoA, entre otros involucrados en metabolismo. Asi
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 actua como un transportador de biotina, independientemente de otros
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componentes. El hecho de que haya convergido con bioMN podria representar
quizas 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 evoluciond,
especializandose en el transporte de biotina. Esta sugerencia se refuerza con el
hecho de que es funcional aun 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 ademas de los de sintesis de biotina, podria asegurarles un
adecuado suministro de esta vitamina. En estos casos, es posible que ambos
sistemas sean activos bajo distintas condiciones, segun el estado metabdlico 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 podria darnos un mejor panorama del papel de la biotina en el metabolismo
de las rhizobiaceas.

Dentro de este entorno, seria muy interesante enfocar la continuidad de
este trabajo hacia un andlisis detallado de la regulacion de la expresiéon del
operdon bioMNY, asi como la busqueda de los genes alternativos involucrados
en la sintesis de biotina en R. etli. De este modo se podria confirmar, de manera
contundente, que R. etli efectivamente es capaz de llevar a cabo la sintesis de
biotina. Ademas, esto conduciria a encontrar las respuestas a las preguntas:
¢,Bajo qué condiciones se induce la sintesis de biotina en R. etli?, ;Existe una
regulacion de la expresion de los genes de la sintesis de biotina?, ;Esta
relacionada con la expresion del operén bioMNY?, ;Quiénes son los
reguladores y como se lleva a cabo la regulacién tanto de los genes de sintesis,

como del operon bioMNY?, ¢ Qué relacién tiene esto con el proceso simbidtico?.
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CONCLUSIONES

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

homadlogo de bioA que parece ser funcional.

Los genes bioM, bioN y bioY se encuentran agrupados en un solo operon
(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 esta involucrado en el transporte de biotina, posiblemente como permeasa.
La biotina ejerce regulacién negativa en la expresion de la fusion de GUS con
pbioM en ambas orientaciones del promotor. Por lo tanto esta region 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 formacién de

nodulos en frijol, en competencia con la cepa silvestre.

En R. etli CE3 existe un homdlogo de las BPLs que carece de la region N-

terminal de regulacién, caracteristica de los BirA.

La actividad de holo-carboxilasa sintasa no esta afectada en la mutante CE3M.
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ABC
ACC
ACP
ADN
ADP
ATP
BCCP
BPL
CoA
DAPA
GUS
KAPA
MM
NBD
ODH
orf
pbioM
PBP
PCC
PCR
PHB
PNP
PYC
SAM
SBP
TC
TCA
TMD

Abreviaturas

‘ATP-binding cassette’
Acetil-CoA carboxilasa

Proteina acarreadora de acilo
Acido desoxirribonucleico
Difosfato de adenosina

Trifosfato de adenosina

‘Biotin carboxyl carrier protein’
‘Biotin-protein ligase’; holocarboxilasa sintasa
Coenzima A

Acido 7,8-diaminopelargénico
R-Glucuronidasa

Acido 7-ceto-8-aminopelargénico
Medio minimo

Dominio de unidn del nucledtido
Oxoglutarato deshidrogenasa
Marco abierto de lectura

Region promotora de bioM
‘Periplasmic-binding protein’
Propionil-CoA carboxilasa
Reaccién en cadena de la polimerasa
Poli-R-hidroxibutirato

p-nitrofenol

Piruvato carboxilasa

S-adenosil metionina

Proteina de pegado del sustrato
‘Transport classification’

Ciclo de los acidos tricarboxilicos
Dominio transmembranal
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