ANALISIS BIOINFORMATICO Y PREDICCION DE GENES EN SECUENCIAS GENOMICAS DE Clostridium sp. IBUN22A

Analisis bioinformatico y prediccion de genes en secuencias
genomicas de Clostridium sp. IBUN22A

Bioinformatic analysis and gene prediction in genomic
sequences from Clostridium sp. IBUN22A

José David Montoya Solano*, Zulma Rocio Suarez Moreno™,
Dolly Montoya Castario ***, Fabio Ancizar Aristizabal Gutiérrez ****

RESUMEN

Este trabajo tuvo como propdsito identificar secuencias de genes en clones obtenidos en una libreria gendmica de la
cepa colombiana de Clostridium sp. IBUN 22A. Los insertos de nueve clones con tamanos superiores a 500 pb fueron
secuenciados y analizados por medio de basquedas de los insertos completos o de sus marcos abiertos de lectura
(ORFs) traducidos en GenBank 141.0 y Uniprot 6.6 con BLAST 2.2.8. Se identificaron seis genes con alta similaridad a
genes de metabolismo basico (housekeeping) en diferentes especies de Clostridium. En el clon pBSIBUN22A-1 se localizd
una secuencia de 851 pb con una identidad del 99.74% respecto al gen codificante de la enzima glicerol deshidratasa
(DhaB1) de Clostridium butyricum (AY968605) involucrada en la produccién de 1,3 Propanodiol (1,3-PD). La identifica-
cion de genes presentes en la cepa nativa Clostridium IBUN 22A abre la puerta a la investigacion basica y a la ingenieria
metabolica para hacer mas rentable el proceso de produccién de 1,3-PD junto al conocimiento de los genes presentes
en la cepa nativa.

Palabras clave: analisis de secuencias, libreria gendémica, Clostridium, glicerol deshidratasa, 1,3-propanodiol.

ABSTRACT

This work was aimed at identifying gene sequences in recombinant clones obtained from a genomic library from the
Colombian Clostridium sp. IBUN 22A native strain. Nine clones greater than 500 bp were sequenced and analysed
using BLAST 2.2.8 to search for complete inserts or their translated open reading frames (ORFs) in GenBank 141.0 and
Uniprot 6.6. Seven genes having high similarity to housekeeping genes from different Clostridium species were identified.
An 851 bp sequence was located in the pBsIBUN22A-1 clone, having 99.74% identity with the gene encoding the
Clostridium butyricum enzyme glycerol dehydratase (DhaB1) which is involved in 1,3-propanediol (1,3-PD) production.
Identifying genes in the native IBUN 22 A strain formed the starting point for basic research and metabolic engineering
aimed at making 1,3-PD production more profitable and increasing knowledge of genes present in the native strain.
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INTRODUCCION

Durante los afios 90 se aislaron 13 cepas del
género Clostridium provenientes de diferentes
muestras de suelos colombianos caracterizadas
por producir solventes (acetona, butanol, etanol)
en una concentracién superior a la de cepas de
referencia del mismo género, y con capacidad para
degradar polisacaridos naturales que incluyen al-
midon y carboximetilcelulosa (CMC) (Montoya et
al., 2000). Posteriormente se realizaron analisis
de taxonomia polifasica que incluyeron la
secuenciacion del gen 16S rARN, caracterizacién
molecular por campo pulsado (PFGE), deteccién
de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccién amplificados (AFLP), hibridacién ADN-
ADN y pruebas bioquimicas y enzimaticas que
sugirieron que las cepas mencionadas podrian
constituir una especie nueva cercanamente rela-
cionadas con Clostridium butyricum (Montoya et
al., 2001; Jaimes et al., 2006; Suarez et al., 2006).
Adicionalmente se determino que cinco de las ce-
pas tenian la capacidad de producir
1,3-propanodiol (1,3 PD) a partir de glicerol en una
concentracion mayor a la de tres cepas de refe-
rencia del género Clostridium (Cardenas y Pulido,
2004) mediante una ruta bioquimica propia de al-
gunos clostridios (figura 1). La cepa Clostridium
sp. IBUN 22A coincide con los subgrupos con ma-

yor capacidad celulolitica, solventogénicay de pro-
duccién de 1,3-PD a partir de glicerol. Por esta
razén se generd una libreria gendmica en
Escherichia coli a partir de Clostridium IBUN 22A,
destinada a la busqueda de genes de interés en
clones con insertos de tamario superior a 500 pb.

A través de una estrategia de mineria de da-
tos se analizaron secuencias gendmicas obtenidas
con el proposito de identificar sectores codificantes
de enzimas asociadas a procesos metabdlicos de
interés comercial. Uno de los resultados mas rele-
vantes fue la identificacion de la secuencia parcial
de uno de los genes involucrados en la sintesis de
1,3-PD. Asi mismo se identificaron seis genes de
mantenimiento celular con secuencias altamente
similares a los genes equivalentes en otras espe-
cies del género Clostridium.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos. La cepa
celulolitica Clostridium sp. IBUN 22A, aislada de
suelos colombianos (Montoya et &l., 2000), fue usa-
da para la construccién de una libreria gendémica
en E. coli XL1 BLUE con el vector de clonacién
pBluescript® 1l KS+/-, como lo describe Vargas et
al. (2002). Adicionalmente, el clon PBS-25 con acti-
vidad celulasa fue subclonado en Escherichia coli
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Figura 1. Ruta bioquimica de la asimilacion de glicerol y produccién de 1,3 Propanodiol en Clostridium
butyricum. Se describen las enzimas implicadas en el proceso y sus genes identificados a la fecha

(Raynaud et al., 2003).
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DH53a, obteniéndose asi los clones PBSH-26 y
PBSH-37 (Roncancio et al, 2005).

Secuenciacion de clones representativos de la
libreria genémica y productos de subclonaje.
Todos los plasmidos fueron evaluados
electroforéticamente y se seleccionaron para
secuenciacion aquellos cuyo tamario de inserto fue-
ra superior a 500 pb. Nueve plasmidos fueron
seleccionados y extraidos con el kit Wizard® de
Promega (tabla 1). La secuenciacién se realizd
por triplicado en las siguientes instituciones: ser-
vicio de secuenciacién automatizada de la UNAM
(México), el Laboratorio de Gendmica e
Expressao de UNICAMP (Brasil) y MACROGEN
(Corea), usando los primers M13, F y R. (F, 5'-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACGAC-3'; R,
5'-AGGAAACAGCTATGACCAT GATTAC-3'), T3y

T7 (T3, 5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’; T7,5-
TAATACGACTCACTATAGGG-3)).

Analisis bioinformatico de las secuencias de los
insertos. Las secuencias depuradas fueron com-
paradas contra la base de datos completa de
Genbank 141.0 (Benson et al., 2005), al igual que
contra bases de datos especificas de Clostridium
acetobutylicum, C. botulinum A, C. difficile, C.
perfringens ATCC 13124 y str. 13, C. tetani E88 y
C. thermocellum ATCC 27405 almacenadas en el
website de NCBI (www.ncbi.nIm.nih.gov/), usando
las aplicaciones BLASTN 2.2.8 y TBLASTX. Las
secuencias traducidas en los seis marcos de lec-
tura posibles fueron comparadas contra la base
de datos de proteinas SwissProt 42.8 (Boeckmann
et 41.2003) usando BLASTX 2.2.8 desde el portal
de NCBI y contra la base de datos UniProt 6.6

Tabla 1. Clones secuenciados y registrados en GenBank

NUMERO
CLON LONGITUD GENES ENCONTRADOS GENBANK
pBalBLINZ 2A-1 51 Conliens &l exiremo § del gan chad? que A BEEE0S
podilica pafa Gicenyd Desinovalass
pBsIBLING2A-2 BOE Conliama al genaily, qua codilica pana kb DRNNES4E
pratedng de biosintass del cofactor Fe -Ma de la
nitrogenasa. El exfrema (7 de la secuancia 16 de
Ciorea no puda ser alneads con asia secusncia,
prabablamertle parque sushs una regidn no
secuenaada del inserto entre los dos extremos ¥
por &l & aaliernd 1T &8 e dancmnd
pBslBUNZ2A-2-B.
pEsIBLINZ 2A-3 Fs] Conliama al gen ful4 qiss codilica para &l Faoiar DO0E0HIS
da Elongacion TL
01501 -2 %51 W0 B8 Meniifcaren gersas DL2Z396T
012801 =20 1002 Mo se identificaron geras. DO2EFa6s
02080 =30 716 Conliens e exiremo 3 de un gen gue codifica DO2E5170
para Parra-uveiadsid Fosfiilads | cin
sacuenGa conservada an Ciosfridarn
pBs3s a1 El deminia CHerminal del gen Trarscedalasa, DQ2ZFETH
NE0803-16 342 Caontigra ol sxtrama 5 del dominie da wnadn & DOFFETER
piridine [ Tranekal_per) dal gen Transcetolass
pEESZh-B EGN Contigna al axirema 3 de un gen gus codifica OO TEY
para Punina-nuaciensido Faalriess
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(Leinonen et al., 2004). Por ultimo se extrajeron
los marcos abiertos de lectura (ORFs) mas largos
usando el programa getorf y plotorf de EMBOSS
(Centro Internacional de Bioinformatica del IBUN,
www.bioinf.ibun.unal.edu.co; Rice et al., 2000) y
se confirmaron con Artemis v5 (Rutherford et al.,
2000), ORFfinder de NCBI (Wheeler et al., 2005).
Los ORF mas largos se compararon nuevamente
contra UniProt usando BLASTP. En caso de ha-
llarse una semejanza superior al 70% con genes
o proteinas conocidos, sumada a la deteccidon de
sefales de transcripcion en posicién -10 0 -35, RBS
(secuencias de union a ribosomas) o palindromes
de terminacion, se consideré que la secuencia co-
rrespondia con alta probabilidad a un gen. Las
secuencias seleccionadas fueron registradas ma-
nualmente en GenBank usando la herramienta
Banklt (en linea).

RESULTADOS

Secuenciacion de clones representativos de
libreria genédmicay productos de subclonaje.
Se obtuvieron 25 secuencias entre 248 y 1546 pb.
Se sometieron a GenBank nueve secuencias, en
siete de las cuales se identificaron genes de
housekeeping o de interés para las rutas
metabdlicas de Clostridium (tabla 1).

Prediccion del gen dhaB1 en el clon
pBsIBUN22A-1. Se determiné que el inserto del
clon pBsIBUN22A-1 tenia una longitud inicial de 851
pb. El analisis reveld que el ORF mas largo estaba
ubicado entre las posiciones 76 y 851 en sentido 5’
3’ (figura 2), con una regién de 386 pb, con identi-
dad de 99.74% respecto a la regién codificante del
gen dhaB1 de C. butyricum (E=1e-70) (figuras 3 y
4), con un sitio de union a ribosoma localizado en-
tre las posiciones 57 y 61, mientras que el resto de
la secuencia exhibié una similaridad menor a una
proteina transportadora de prolina y triptéfano de-
pendiente de sodio en Clostridium tetani
(Brueggemann et al., 2003).

El alineamiento de la traduccidn en el segun-
do marco de lectura del inserto de pBSIBUN 22A-1
con la secuencia aminoacidica de DhaB1 en
TBLASTX presenta una region de 152 aminoaci-
dos (aa) con identidad perfecta y valor (E=2e-77).
Este resultado es sobresaliente, dado que el gen
dhaB1 es el primero del operén 1,3-PD de C.
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butyricum, y codifica para la enzima glicerol
deshidratasa que permite la conversion de glicerol
en 3-hidroxipropionaldehido en la ruta bioquimica
de produccion de 1,3 PD (Raynaud et al., 2003). En
este caso se identificé un sitio de unién al ribosoma
(RBS) en las posiciones 57 a 61, hecho que permi-
te predecir el gen con alta probabilidad y que sugiere
la presencia del resto de los genes en la cepa nati-
va en atencion a que se ha demostrado que tiene la
capacidad de producir 1,3 propanodiol a partir de
glicerol. Se requieren estudios posteriores para es-
tablecer la secuencia de los demas genes
involucrados en la ruta de la cepa nativa, asi como
su organizacion fisica (tabla 1).

Deteccion de genes metabolismo basico o
housekeeping. En el tercer marco abierto de lectu-
ra del clon pBsIBUN22A-2 se hall6 una regién con
78% de identidad con el gen codificante de la protei-
na NifN-B de Clostridium beijerinckii (GenBank
AAS91670) entre las posiciones 81y 782, y con un
sitio de unién a ribosoma entre la posicién 68 y 72
(Chen et al,, 2001). La calidad de los alineamientos
obtenidos (E=3e-25) y el hecho de que la mayor par-
te de los resultados de la busqueda sean
homogéneos en otras especies de Clostridium per-
miten predecir que esta secuencia codifica una
proteina de 233 aa requerida para la biosintesis del
cofactor hierro-molibdeno (o hierro-vanadio) usado
por nitrogenasas implicadas en la fijacién de nitro-
geno en bacterias (tabla 1).

En la secuencia del inserto del clon Gen22A-
C100 entre la posicion 20 y 127 se hallé una
region de 93% de identidad con parte del gen que
codifica para el factor de elongacién Tu de
Clostridium perfringens str. 13 (Shimizu et al.,
2002), asi como con el mismo gen de otras es-
pecies de Clostridios. El factor Tu promueve la
union del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma
durante la biosintesis de proteinas. Adicionalmen-
te, se ubicd un palindrome de terminacién entre
las posiciones 155y 174 (tabla 1).

En el extremo &’ del inserto del clon 020801-
30, entre las posiciones 2 y 112, se identificd un
sector que guarda un 85% de identidad con una
regién de la enzima purina-nucleésido fosforilasa
de Clostridium tetani E88 (GenBank NP 782010) y
con otras del género Clostridium. Esta enzima tie-
ne la funcion de catalizar la reaccién de formacion
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Figura 2. Marcos abiertos de lectura detectados en el andlisis de la secuencia del clon pBsIBUN22A-1.
Visualizacién obtenida por PLOTORF de Emboss (Rice et al., 2000).
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Figura 3. Secuencia del inserto del clon pBS IBUN 22A-1 registrada en GenBank (registro AY968605). El sitio de unién al
ribosoma (RBS) y el codén de inicio (en lineas punteadas) han sido definidos a partir de secuencias consenso de estos
elementos en diferentes genes de C. butyricum. La numeracién positiva inicia en el primer nucleétido del codén de inicio.
El rectangulo de linea continua delgada indica la regién idéntica a dhaB1 de C. butyricum.
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Figura 4. Salida de Blastp para el ORF mas largo identificado en la secuencia del clon pBsIBUN22A-1. En rojo la secuen-
cia codificante de la proteina DhaB1 y en azul con menor identidad la secuencia del transportador de prolina y triptofano

dependiente de sodio.

de a-D-ribosa 1-fosfato en el metabolismo de las
purinas. Este resultado sugiere que la secuencia
obtenida corresponde a parte del gen codificante
para la proteina mencionada, por lo que fue some-
tida a GenBank con el numero DQ225170.
Adicionalmente en la region 3" del inserto del clon
pBS25B se detectd una region de 121 pb con simi-
litud del 67% a la misma proteina (purin-nucleésido
fosforilasa DeoD) de Clostridium tetani (tabla 1)
(Brueggemann et al., 2003).

En el inserto del clon pBS-25, en la region com-
prendida entre las posiciones 29 y 430, se encontro
una regiéon con una identidad del 69% (E=6e-38)
con respecto al gen completo que codifica para el
dominio carboxi terminal de la proteina
transcetolasa de Clostridium thermocellum ATCC
27405 (GenBank ZP 00510628) y de 60% en el caso
de la misma enzima en Clostridium perfringens str.
13 (GenBank: BAB80003) (Shimizu et al., 2002).
Se identificaron RBS entre la posicion 17 y 22, y
una sefial -10 del promotor entre las posiciones 8 y
12, asi como un palindrome de terminacion entre
los sitios 458 y 482, hechos que sugieren que la
secuencia completa si corresponde al gen de una
transcetolasa posiblemente involucrada en la via
de las pentosas-fosfato, por lo que fue someti-
da a GenBank con el numero DQ228721.
Adicionalmente en el inserto del clon 020803-16
se detectd que la traduccion de uno de los ORF
mas largos presenta una similitud del 82% con el
dominio de union a piridina en transcetolasas de
Clostridium thermocellumyy perfringens (GenBank:
ZP_00510628 y BAB80003), respectivamente. Con-
firman la prediccion de esta proteina el hallazgo de
una sefial -10 del promotor entre las posiciones 21
y 26 (tabla 1) (Copeland et al., 2005; Shimizu et al.,
2002).

En los insertos de los clones 011901-2 y
012901-20 (GenBank DQ223967 y DQ223968, res-
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pectivamente) no se identificaron ORF representa-
tivos.

DISCUSION

La identificacién o reconocimiento de genes
es uno de los problemas mas importantes en la bio-
logia molecular, que ha incrementado su
complejidad debido al advenimiento de un gran
numero de proyectos genoma. Las estrategias
usualmente empleadas para resolver este proble-
ma se dividen en dos tipos, una de las cuales
emplea la estadistica de composicion de las secuen-
cias mientras que la otra recae en la busqueda de
similaridad en bases de datos (Shibuyay Rigoutsos,
2002). En este trabajo se utilizo la segunda estrate-
gia y las secuencias fueron contrastadas teniendo
en cuenta las caracteristicas estructurales de los
genes.

En los insertos de los clones pBsIBUN22A-2,
DQO060835, 020801-30, pBs25, 020803-16, pBS25-
B, fue posible identificar genes de mantenimiento
celular por similaridad con genes descritos para es-
pecies del género Clostridium. La deteccion de tales
genes de metabolismo permite la exploracion
gendmica de las cepas nativas, aunque se requie-
re llevar a cabo pruebas bioquimicas y moleculares
que demuestren la expresion y funcionalidad de
estas enzimas en la cepa IBUN 22A.

La cepa colombiana Clostridium sp. IBUN 22A
ha demostrado la capacidad de fermentar glicerol
hasta 1,3-PD, y los ultimos analisis taxonémicos la
ubican en el mismo nodo de las especies producto-
ras de 1,3-PD como C. butyricum (Suarez et al.,
2006). Cabe mencionar que Biebl y Sproer (2002)
previamente demostraron que especies
cercanamente relacionadas a la cepa nativa tienen
la capacidad de metabolizar el glicerol y producir
1,3 propanodiol, como es el caso de algunas cepas
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de Clostridium diolis. La produccion de este solvente
en las cepas nativas sugiere la existencia de un
sistema genético que regule la produccién de 1,3-
PD, de manera similar a la descrita por Raynaud et
al., 2003, para Clostridium butyricum VPI1718
(2003).

La ruta de conversidon de glicerol a 1,3-
propanodiol involucra enzimas agrupadas en el
regulén dha o en el operén 1,3-PD de acuerdo al
organismo. Dos de ellas (glicerol deshidrogenasa y
dihidroxiacetona kinasa) se encargan de convertir
al glicerol en piruvato, produciendo asi equivalen-
tes NADH que son necesarios para la reduccién
del glicerol por medio de otras dos enzimas (glice-
rol deshidratasa y 1,3-PD deshidrogenasa) (Sun et
al., 2003) (figura 1). El paso limitante en este pro-
ceso es la conversién de glicerol en 3-hidroxipro-
pionaldehido catalizado por la glicerol deshidratasa.
En este paso se produce un radical intermediario
que suele involucrar a la coenzima B,, como
cofactor (Knietsch et al., 2003). La glicerol
deshidratasa DhaB1 de C. butyricum es una ex-
cepcién en dicha familia enzimatica, ya que esta
compuesta por sélo una subunidad (gen dhaB1) y
no requiere coenzima B,, como cofactor (Nakamura
y Whited, 2003). El hallazgo de una secuencia casi
idéntica a una glicerol deshidratasa en IBUN 22A
tiene particular relevancia dado que de su expre-
sién depende toda la ruta de produccion de 1,3-
PD, siendo interesante averiguar en estudios
posteriores si es 0 no dependiente de coenzima B,
considerando que este es un costo adicional den-
tro del proceso industrial de 1,3-PD (Raynaud et
al., 2003, Sun et al., 2003).

Se debe resaltar que la identificacion de un
gen del operdn dha en IBUN 22A ademas de con-
tribuir con la informacion sobre la cepa, abre las
puertas para realizar mejoramiento de cualquiera
de las cepas nativas aisladas junto con IBUN 22A,
en las cuales se determiné productividad
volumétrica y rendimiento de 1,3-PD igual o supe-
rior a ella (Cardenas y Pulido, 2004). Actualmente
se adelanta el proceso de secuencia de todo el
operén que regula la produccion de 1,3 PD en va-
rias cepas nativas y se planea realizar la
caracterizacion de las enzimas involucradas en la
ruta para optimizar la produccién de este metabolito.
En el futuro una de estas cepas podria ser usada
para la produccién industrial del solvente a partir de

efluentes con alto contenido de glicerol como aque-
llos procedentes de las plantas de produccién de
biodiesel.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran la
utilidad del analisis de secuencias de insertos en
librerias gendmicas para el hallazgo de genes con
aplicacion industrial y permite proyectar la investi-
gacion basica hacia la rentabilizacion del proceso
de produccién de 1,3-PD.
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