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Identificacion de genes codificantes
de enzimas de interés industrial en una
cepa de bacteria termofilica aislada de
aguas termales de Salta (Argentina)

NAVAS, L.E."; AMADIO, A.F2% FUXAN, I. ZANDOMENI R.O."

RESUMEN

Se aislaron dos bacterias termofilicas a partir de aguas termales de la provincia de Salta, Argentina. Es-
tudios filogenéticos permitieron caracterizar los aislamientos como pertenecientes a los géneros Thermus y
Geobacillus. Se determiné la secuencia nucleotidica parcial del genoma de Thermus sp. 2.9 con un equipo
de secuenciacion masiva de ADN de tecnologia Roche 454. Se generaron 215.557 lecturas que proveen una
cobertura aproximada de 40 veces el tamafio del genoma. Se realiz6 un analisis preliminar de las secuencias
obtenidas para la identificacion de regiones codificantes. Mediante el mismo se identificaron y caracterizaron
genes que codifican enzimas utilizadas en procesos de transformacion de alimentos y relacionadas con la de-
gradacion de polimeros, tales como xilanasas, proteasas, esterasas, lipasas, catalasas y galactosidasas. Este
primer paso indica que este microorganismo es un potencial productor de enzimas termofilicas que podrian
ser aplicadas en la industria alimentaria.
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ABSTRACT

Two thermophilic bacteria were isolated from a hot spring in Salta, northwest Argentina. Phylogenic analysis
indicates that the isolates belong to the Thermus and Geobacillus genera. We have undertaken the DNA se-
quencing of the complete genome from the isolate Thermus sp. 2.9 using Roche 454 technology. Two hundred
and fifteen thousand readings were obtained providing approximately 40 fold coverage of the genome. A first
round of analysis of the contigs was made to identify proteins coded in the genome. We report the identifica-
tion and characterization of several genes coding for enzymes related to the degradation of polymers such
as xylanases, proteases, esterases, lipases, catalase and galactosidases. These enzymes may be useful in
processes to transform commodities from agriculture and valuable tools in the food industry.
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INTRODUCCION

Desde un punto de vista antropocéntrico se puede con-
siderar que numerosas especies de microorganismos pro-
cariotas sobreviven y proliferan en condiciones fisicoqui-
micas anormales o extremas, denominandose extremdfilos
aquellos que pueden crecer en condiciones letales para la
mayoria de las especies conocidas (Ferrer et al., 2007).
Se han aislado microorganismos en ambientes de: bajas o
altas temperaturas (hasta -2° C o 110° C respectivamente);
extrema acidez (pH menor a 3) o alcalinidad (pH mayor
a 10); elevadas presiones y concentraciones salinas entre
5% a 30% (Niehaus et al., 1999). El estudio de microor-
ganismos extremofilos se ha intensificado en los dltimos
afios, debido al interés por descifrar los mecanismos invo-
lucrados con el desarrollo de la vida en estas condiciones
y a la posible utilizacién de estos organismos o sus produc-
tos en procesos industriales.

La temperatura de crecimiento de microorganismos es
uno de los parametros fisicos mejor estudiados, se han en-
contrando bacterias que proliferan en ambientes naturales
desde -2° C hasta 115° C (Cava et al., 2009). De acuerdo
a la temperatura de crecimiento, los microorganismos se
clasifican como: psicroéfilos, cuando crecen a temperaturas
menores a 10° C; mesodfilos, si lo hacen entre 10-50° C;
termdfilos, cuando crecen entre 50-75° C y los hiperter-
mdfilos que proliferan a temperaturas superiores a 75° C.
Los genomas de microorganismos capaces de proliferar a
temperaturas elevadas han recibido gran atencion, ya que
las enzimas presentes en ellos demuestran generalmen-
te actividad catalizadora a esas altas temperaturas (Her-
bert, 1992; Madigan et al.,1997). Las enzimas presentan
muchas ventajas frente a los catalizadores quimicos, entre
ellas, la precision y especificidad por el sustrato, la eficien-
cia, baja toxicidad y relativo bajo costo (Vieille et al., 2001).

Las aguas termales son la principal fuente de bacterias
termofilicas. La primera especie bacteriana en ser aislada,
Thermus aquaticus, se obtuvo de fuentes termales del Ye-
llowstone National Park, USA en 1969 (Brock et al., 1969).
Las enzimas termofilicas involucradas en la degradacion
de polimeros son de gran valor por su aplicacion industrial,
incluyendo a xilanasas, proteasas, esterasas, lipasas, ca-
talasas y galactosidasas que se utilizan en procesos cata-
liticos de transformacion en la industria alimenticia (Bruins
et al., 2001).

El objetivo de este trabajo es iniciar la busqueda de bac-
terias termdfilas en la Argentina, para disponer de aisla-
mientos vernaculos que permitan la identificacion y explota-
cion de sus genes con el objetivo final de producir enzimas
que habiliten el desarrollo de procesos de transformacion
industrial de materia prima de origen agropecuario.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento

Se tomaron cinco muestras de 2 litros de aguas terma-
les de Rosario de la Frontera, Salta. Los microorganismos

se concentraron filtrando las muestras por membranas de
0,2 ym. Luego se invirtié la membrana y se recuperaron los
microorganismos en 5 ml de solucion fisiologica. Cien mi-
crolitros de esta solucién fueron utilizados para inocular por
duplicado nueve caldos de cultivo diferentes, los cuales fue-
ron incubados a 60° C y 70° C hasta observar turbidez. Los
caldos en los que se observé crecimiento se subcultivaron
en el mismo medio solidificado con agar 2,5%. Se realiza-
ron dos rondas de aislamientos de colonias. Los aislamien-
tos fueron conservados a -70° C en medio Luria Bertani con
15% de glicerol. Los aislamientos obtenidos se denominan
en adelante Thermus sp. 2.9 y Geobacillus sp. T6.

Medios de cultivo

M9: Medio Base para Thermus sp. 2.9

Composicion g/Litro
KCI 0,2
NaCl 5,0
CaCl, 0,1
MgSO, 0,5
NaHCO, 0,2
Bacto-triptona 5,0
Bacto-peptona 5,0
Extracto de levadura 2,0

Extraccion de ADN genémico

Para el aislamiento del ADN genémico se inoculé 500 ml
de medio de cultivo “M9” con Thermus sp. 2.9 proveniente
de la solucion “stock” de glicerol y se incubé a 65° C duran-
te tres dias, con agitacion constante a 250 rpm. Se centrifu-
go el cultivo bacteriano a 4.000 xg, durante 15 minutos a 4°
C, se resuspendio el “pellet” en 9,5 ml de Buffer A (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, 1% SDS y 0,040 mg/ml de ribonucleasa
“A”) y se tratdé con Proteinasa K (1 mg/ml) por 45 minu-
tos a 37° C. Se agreg6 3,5 ml de NaCl 5M, luego 3 ml de
Solucion B (10% Bromuro de hexadecil-trimetilamonio/0,7
M NaCl) y se incubé durante 20 minutos a 65° C. Se cen-
trifugdé a 10.500 xg por 10 minutos, luego de agregar igual
volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). La fase
acuosa se extrajo dos veces adicionales con fenol/cloro-
formo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se precipité el ADN con
0,6 volumenes de isopropanol y se separo el ovillo de ADN
precipitado con un ansa descartable. Se lavé el ADN con
etanol 70%, se seco y resuspendio en 200 pl de buffer TE.

PCR y secuenciacion de ARNr 16S

ElI ADN molde se obtuvo por PCR amplificando el gen de
la subunidad pequefa ribosomal, 16S, utilizando “primers”
consenso para el ADNr bacteriano (Primer F: 5° CGTCA-
GATTGAACGCTGGCG 3’ y Primer R: 5° ACATTTCACA-
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ACACGAGCTG 3°). La reaccion consistio en 35 ciclos (30
seg a 94° C, 30 seg a 55° C, 90 seg a 72° C) seguido por
una incubacion a 70° C durante 2 min. Los fragmentos am-
plificados se clonaron en el vector pGem-T Easy (Prome-
ga). Los plasmidos resultantes se utilizaron como molde en
la reaccion de secuenciacion de ADN, con la quimica DYE-
namic ET Terminator (Amersham), resolviendo en un se-
cuenciador ABI377 (Applied Biosystems). Como “primers”
para la reacciéon de secuenciacion se utilizaron T7, SP6 y
adicionales del ADNr 16S (5" CAGCMGCCGCGGTAA 3" y
5" ACGGGCGGTGTGTRC 3" donde Mes Ao C; Res G
o A). El ensamblado de las secuencias se realizdé con el
paquete Staden Package (MRC-LMB, Cambridge, UK). Se
construyeron los arboles filogenéticos con las secuencias
del ADNr 16S utilizando las herramientas disponibles en el
sitio web (http://rdp.cme.msu.edu/) del Ribosomal Database
Project Il (RDP-II) y la interfaz de PHYLIP. El arbol se cons-
truy6 utilizando el modelo de Jukes-Cantor (Jukes et al.,
1969) y el método de Neighbor-Joining (Saitou et al., 1987).

Secuenciacion del genoma de Thermus sp. 2.9

Se selecciond el aislamiento Thermus sp. 2.9. para su
secuenciacion masiva por tener un tamafio estimado de
genoma (2 Mb) menor al de Geobacillus sp. T6, que fa-
cilitaria el ensamble de las secuencias e identificacion de
todos sus genes.

Cinco pg de ADN gendmico fueron utilizados conjun-
tamente con el kit provisto por Roche Applied Science y
secuenciado en un equipo GS-FLX 100 (Macrogen). Las
lecturas fueron ensambladas de novo con el software New-
bler (v2.3) (Miller et al., 2010).

Bioinformatica

Para analizar las secuencias obtenidas se utilizaron las
herramientas del paquete BLAST (Altschul et al., 1990), Ar-
temis y dos “scripts” creados en el lenguaje Perl. Se utilizé
Artemis para identificar los ORFs (Open Reading Frames)
de mas de cien aminoacidos y se corrio BLAST remoto en
el servidor del NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), utilizan-
do un script de Perl (netblastdir.pl) modificado del original
(Rob Edwards, http://salmonella.utmem.edu/cgi-bin/cgi.
cgi?submit=script). Se realizaron comparaciones con los
programas blastn y blastx, contra las bases de datos no
redundantes de acidos nucleicos y proteinas, respectiva-
mente. Los resultados se procesaron con dos “scripts” de
Perl para facilitar su posterior interpretacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion microbiolégica de los
microorganismos aislados

Se realiz6 el aislamiento de dos microorganismos con
caracteristicas diferentes, tanto en la temperatura de creci-
miento como en sus caracteristicas morfoldgicas. Las colo-
nias del aislamiento denominado Geobacillus sp. T6 (figura

1-A) son incoloras o blanquecinas, con aspecto rugoso y
mucosas. El tiempo de duplicacion, durante la fase logarit-
mica de crecimiento, es de 30 minutos a la temperatura de
crecimiento de 60° C. Las bacterias T6 son Gram positivas
y presentan endosporos.

=
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Figura 1. Morfologia de las colonias de aislamientos termofilicos.
A-T6, colonias de Geobacillusus sp. T6, cultivo 12 horas a 65° C.
B-2.9, colonias de Thermus sp. 2.9, cultivo 60 horas a 65° C.

Thermus sp. 2.9 presenta el crecimiento mostrado en la
figura 1-B, a los tres dias de incubacién a 65° C en medio
agarizado. Se observan colonias pequefas, aplanadas, de
aspecto rugoso y anaranjadas. Las bacterias de Thermus
sp. 2.9 se tifien como Gram negativas. Las observaciones
en microscopio electronico muestran en promedio basto-
nes de 4 uym de largo por ~0,5-1 ym de ancho, ausencia de
flagelos y presencia de fimbrias en toda la superficie de la
bacteria (figura2 A, By C).

Clasificacion filogenética

La secuenciacion del gen ribosomal de los aislamientos
Geobacillus sp. T6 y Thermus sp. 2.9 generd fragmentos
de 1.391 y 1.370 nucledtidos, respectivamente. El primer
aislamiento, denominado T6, se agrupé de acuerdo a la
secuencia de su gen ribosomal 16S con especies del gé-
nero Geobacillus (Nazina et al., 2001). Este género incluye
bacilos termofilicos del subgrupo 5, que comprende a baci-
los aerobicos Gram positivos, formadores de endosporos,
que crecen a temperaturas mayores a 55° C. De acuerdo
a todas estas caracteristicas compartidas se denominé al
aislamiento T6 como Geobacillus sp. T6.
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Thermus sp. str. ZHGIB A 4
Thermus sp. str. ZHGI A.1
Thermus sp. str. ac-1
Thermus sp. str. ZFI A.2
——————— Thermus scotoductus str. SE-1 DSM 8553 T
Thermus aquaticus str. X-1 ATCC 27978
Thermus aquaticus str. YT-1
—Thermus sp. str. Tok3 A1
[L—Thermus sp. str. Tok8 A.1
Thermus filiformis
Thermus uncultured eubacterium H21.73.f
Thermus sp. str. Fiji 3A.1
Thermus sp. str.
Thermus flavus str. AT-62
Thermus thermophilus str. HB27
Thermus thermophilus str. HB-8
Thermus thermophilus str. HB-8 ATCC 27634 T

Y1

Meiothermus chliarophilus str. ALT-8 DSM 9957 T

Thermus sp. sfr. ac-2

Scale: 'T

&Thermus sp. str. ac-17

Meiothermus cerbereus str. GY-1 DSM 11376 T
“—Meiothermus ruber str. Loginova 21 ATCC 35948 T
Meiothermus silvanus str. V1-R2 DSM 9946 T

Figura 3. Arbol filogenético construido a partir de la secuencia del ADNr 16S de Thermus sp. 2.9 y otras especies del género Thermus.

El aislamiento 2.9, se agrupa con especies del género
Thermus (figura 3). Su gen ribosomal presenta alta simi-
litud con genes ribosomales de Thermus brockianus y en
menor grado con T. aquaticus.

Numerosas especies de bacterias clasificadas dentro del
género Thermus se han aislado en cada uno de los con-
tinentes. El género Thermus agrupa a bacilos aerdébicos,

no esporulantes, con temperaturas de crecimiento éptimas
entre 70-75° C. Si bien se trata de bacterias Gram nega-
tivas, basados en la similitud del gen codificante para la
subunidad 16S de ARN ribosémico, tienen una estrecha
relacion con el género Deinococcus de bacilos Gram po-
sitivos (Hensel et al., 1986). Thermus brockianus (Williams
et al., 1995), es una bacteria aerdbica, Gram negativa,
con forma de bastones cortos. Las colonias presentan pig-
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mentacién amarilla mas palida que la de Thermus sp. 2.9
y crece a una temperatura 6ptima de 70° C en medios con
triptona y extracto de levadura.

Con respecto a la temperatura éptima de crecimiento y al
aspecto y color de las colonias formadas en medio sdélido,
en las distintas especies se evidencian ciertas diferencias. T.
aquaticus presenta un crecimiento éptimo a 70-75° C vy, lue-
go de uno o dos dias de incubacién, forma colonias amarillas
compactas (Brock et al., 1969). Thermus thermophilus crece
a temperatura 6ptima ligeramente menor, en el intervalo 65-
72° C y, luego de un dia de incubacion, pueden observase
colonias de 1 mm de diametro con una superficie lisa, plana
y de color amarillo-anaranjado (Oshima et al., 1974).

Thermus sp. 2.9 comparte con especies del género Ther-
mus la formacién de colonias de aspecto rugoso y de color
anaranjado, su coloraciéon Gram negativa, la forma de bas-
tén y ausencia de flagelos. Para cada una de las especies
nombradas los medios de crecimiento requieren peptona y
extracto de levadura al igual que para el aislamiento 2.9. De-
bido a las caracteristicas microbioldgicas y a la clasificacion
de su gen ribosomal 16S, se denomina Thermus sp. 2.9.

Secuenciacion del genoma de Thermus sp. 2.9.

En base a la secuenciacion parcial del genoma de Ther-
mus sp. 2.9, utilizando el secuenciador Roche 454, se ob-
tuvieron 215.557 lecturas que corresponden a 81.238.046
pb luego de los cortes por calidad del conjunto de lecturas
totales obtenidas. El promedio de nucleétidos por lectura
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corresponde a 377 nucleétidos que, en total, proveen una
cobertura aproximada de 35 a 40 veces el tamafio estima-
do del genoma de una bacteria del género Thermus. La
totalidad de secuencias corregidas por calidad fueron en-
sambladas de novo por el software Newbler v2.3, utilizado
parametros estandares. Se generaron 137 contigs con mas
de 500 nucledtidos cada uno y un N50 de 39.906 pb. La
cantidad total de nucleétidos ensamblados en los 137 con-
tigs suma 2.460.000 pares de bases totales. La distribucion
del tamano de los 62 contigs mas grandes obtenidos se
representa en la figura 4, el contig mas extenso contiene
109.000 pares de bases y el promedio de tamafio de los
contigs corresponde a 17.669 nucleétidos.

El genoma de Thermus sp. 2.9 de acuerdo a la totalidad
de las secuencias ensambladas tiene un contenido GC de
66.7%, similar al determinado para T. aquaticus (68%) y
las cepas de T. thermophilus (69%). Actualmente, se dispo-
ne de la secuencia gendmica completa de cuatro especies
de T. thermophilus: HB8 (Briiggemann et al., 2006), HB27
(Henne et al., 2004), JL-18 (Accession: PRINA162129) y
SG0.5JP17-16 (Accession: PRINA159537) y el centro US
DOE Joint Genome Institute (JGI-PGF) avanza en la de-
terminacion del genoma completo de T. aquaticus, princi-
palmente, en la unidon de secuencias y anotacion de sus
genes, teniendo ensamblados actualmente 22 contigs.

Se realizd una anotacion preliminar de genes del aisla-
miento Thermus sp. 2.9 sobre los 137 contigs, para iden-
tificar las proteinas homélogas en bases de datos y en los
genomas de T. aquaticus y de las cepas de T. thermophilus

||||| I

Contigs

Figura 4. Distribucion de tamafo de los 62 contigs mayores. Tamafo de contigs expresados en pares de bases.
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HB8 y HB27. Segun la base de datos de NCBI, el genoma
de estas tres cepas bacterianas cuenta con 2.593, 2.291
y 2.263 genes, respectivamente. De los genes predichos
en Thermus sp. 2.9, 2391 presentaron similitudes con pro-
teinas de la base de datos nr de GenBank y 51 con genes
codificantes de ARN. A su vez, 1.986 proteinas presentaron
similitudes con proteinas de T. aquaticus y 1.782 y 1.796
con T. thermophilus HB8 y HB27. Un total de 1.755 genes
pudieron asociarse a diversos subsistemas presentados en
la tabla 1.

Subsistema Genes asociados
Cofactores, Vitaminas, Grupos
Prostéticos, Pigmentos 194
Pared celular y capsula 56
Virulencia, Enfermedad y Defensa 40
Metabolismo de potasio 10
Fagos, Pro_fagos, E!em_entos 6
Transponibles, Plasmidos
Transporte de Membrana 84
Adquisicién de hierro y metabolismo 11
Metabolismo de ARN 104
Nucledsidos y Nucleétidos 77
Metabolismo de las proteinas 201
Division celular y el ciclo celular 28
Motilidad y quimiotaxis 4
Regulacion y sefalizacion celular 14
Metabolismo secundario 5
Metabolismo de ADN 108
Regulones 6
Acidos grasos, Lipidos, e
Isoprenoides 88
Metabolismo de Nitrégeno 12
Latencia y la esporulacion 2
Respiracion 81
Respuesta al Estrés 41
Metabolismo d’e_compuestos 20
aromaticos
Aminoacidos y derivados 282
Metabolismo de Azufre 20
Metabolismo del Fésforo 23
Hidratos de carbono 238

Tabla 1. Numero de genes asociados a cada subsistema de Ther-
mus sp. 2.9.

Con respecto a la distribuciéon de los genes, se observa
una sintenia mayor con el genoma de T. aquaticus, que la
observada con HB8 y HB27. Tomando como colineales a
un minimo de 4 genes consecutivos, se observa que 1.687
(71%) de los genes putativos identificados en Thermus sp.
2.9 comparten colinealidad con los genes anotados en los

Utilizacion Genes asociados
Agricultura 22
Biosensores 53
Biotecnologia 112
Medio ambiente 41
Energia 13
Alimentos 116
Medicina 71
Otras industrias 7

Tabla 2. Numero de genes asociados a diversas utilidades.

contigs de T. aquaticus. Comparando con los dos genomas
completos de T. thermophilus, los genes de Thermus sp.
2.9 comparten colinealidad con 1.496 (63%) y 1.291 (52%)
genes de HB8 y HB27, respectivamente.

Estudios comparativos indican que Thermus sp. 2.9 per-
tenece al género Thermus de acuerdo a sus caracteristi-
cas microbioldgicas y moleculares. Thermus sp. 2.9 se en-
cuentra mas relacionado a T. brokianus y T. aquaticus por
la similitud de la secuencia del gen ribosomal 16S y tiene
mayor similitud con T. aquaticus que con los genomas de
HB8 y HB27, a nivel del numero total de genes homdlogos.

Seleccion de genes relevantes

Analizando la totalidad de los genes de la bacteria, se
encontraron diversas utilidades de las enzimas codifica-
das. En la tabla 3 se mencionan cada una de ellas y el
numero de genes asociados a dichas aplicaciones.

Se han preseleccionado 116 genes cuyos homdlogos en
GenBank y otros genomas de Thermus codifican enzimas
relevantes para su utilizaciéon en la transformacion de ali-
mentos. En una primera revision de las actividades espera-
das para los genes identificados para el aislamiento Ther-
mus sp. 2.9 se encontraron 50 proteasas, 47 esterasas,
10 lipasas, 4 pululanasas, 3 galactosidasas, una catalasa
y una xilanasa (figura 5). Es esperable que estas enzimas
sean mas estables y activas a temperaturas mayores que
sus homologas mesdfilas y, de acuerdo a la literatura, pue-
den ser mas resistentes a agentes quimicos (Lioliou et al.,
2004), propiedad que las haria mas atractivas para proce-
sos industriales.

La secuenciacién del genoma de Thermus sp. 2.9 ha
permitido identificar los genes codificados por la bacteria
aislada de las Termas de Rosario de la Frontera en Salta,
Republica Argentina. Mas aun, ha demostrado la potencial
utilidad de esta bacteria como fuente de numerosas enzi-
mas termoestables para beneficio en investigacion basica
y aplicada. Futuros estudios de la expresién de estas activi-
dades son necesarios para su explotacion y, por tratarse de
aislamientos vernaculos, para la proteccién de la propiedad
intelectual sobre el uso de los mismos.
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P: Proteasas

E: Esterasas

L: Lipasas

X: Xilanasas

Pu: Pululanasas
G: Galactosidasas
C: Catalasas
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