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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue analizar las rutas metabólicas para la producción de
solventes y degradación de celulosa en cepas colombianas promisorias del género
Clostridium. Para ello se diseñaron sondas de hibridación que sirvieran para posteriores
estudios de mejoramiento genético de las cepas. Se construyó la base de datos denomi-
nada MULTI-CLOST en Microsoft Access® con las secuencias de 485 genes involucra-
dos en las rutas metabólicas arriba mencionadas, provenientes de 45 especies bacteria-
nas y 10 especies fúngicas. Los genes fueron agrupados de acuerdo al tipo de enzima y
a los dominios catalíticos o de unión a sustrato en el caso de las celulasas. Cada grupo
se sometió a alineamiento múltiple en ClustalW 1.83 y con base en los resultados se
crearon subgrupos de similitud mayor al 50%. Se localizaron secuencias conservadas de
longitud mayor a 19 nucleótidos en GeneDoc 2.6.002 y sus valores termodinámicos
fueron estimados con GeneRunner v3.05, mientras que la sensibilidad y especificidad
fue verificada por búsquedas en GenBank usando BLASTN 2.2.8. En total se obtuvieron
94 secuencias conservadas con las siguientes características: longitud promedio de 24
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nucleótidos, Tm promedio de 65,8 ºC y contenido de (G+C) entre 14,3 y 60,0%. Se
determinó que ninguna de las sondas diseñadas forma estructuras secundarias estables
con Tm superior a 36,1 ºC. De acuerdo a sus características y valores termodinámicos,
todas las sondas podrían ser utilizadas en la construcción de un microarreglo o en reac-
ciones de PCR para la identificación de regiones relevantes en el mejoramiento del pro-
ceso por ingeniería metabólica.

Palabras clave: sondas de oligonucleótidos, Clostridium sp., Microarreglos, Bioin-
formática.

ABSTRACT

The goal of the present study was to analyze the metabolic pathways involved in solvent
production and cellulose consumption by promising Colombian native strains of the
genus Clostridium. Therefore a set of oligonucleotide probes was designed, with the aim
of analyzing potential targets for genetic improvement of the Colombian strains. The
database named MULTI-CLOST was created in Microsoft Access® using the sequences
from 485 genes involved in solventogenesis, 1,3-propanodiol production and cellu-
lolysis from 45 bacterial and 10 fungal species. The genes were grouped according to
their respective enzyme function and to the catalytic domain or the substrate binding
domain in the case of cellulases. ClustalW 1.83 was used for multiple alignment of
every group. Subgroups of sequences with more than 50% identity among themselves
were created. Conserved sequences longer than 19 nucleotides were identified using
GeneDoc 2.6.002 and their thermodynamic values were calculated with GeneRunner
v3.05, while their sensitivity and specificity were verified by searching in GenBank with
BLASTN 2.2.8. Ninety-four conserved sequences were obtained with an average 24-
nucleotide length, 65.8ºC average Tm and a (G+C) content between 14.3% and 60.0%.
None of these probes forms stable secondary structures at temperatures higher than
36.1ºC. According to the former results, all of the probes could be used in an oligo-
nucleotide microarray or in PCR reactions for the identification of metabolic targets for
improvement of the industrial process.

Key words: Oligonucleotide probes, Clostridium sp., Microarrays, Bioinformatics.

INTRODUCCIÓN

Este trabajo parte de la necesidad de una herramienta molecular adecuada para la
detección de genes involucrados en los procesos de solventogénesis y celulolisis en
cepas colombianas promisorias del género Clostridium. Dicho género incluye especies
solventogénicas y no patógenas empleadas extensamente desde principios del siglo XX
para la producción de acetona, butanol y etanol (Jones et al., 1986). Algunas de estas
especies tienen la capacidad de utilizar sustratos celulósicos para la fermentación
acetobutílica, los cuales reducen significativamente el costo total del proceso. Tradi-
cionalmente la rentabilidad industrial de la biosíntesis de estos solventes y la degrada-
ción de celulosa depende de los rendimientos de la cepa y del costo de la fuente de
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carbono (Lynd et al., 2002; Pachauri et al., 2006). En el ámbito internacional se han
patentado varios procesos consolidados para la producción biotecnológica de solven-
tes con cepas bacterianas transformadas, alcanzando altos rendimientos por medio del
uso de sustratos económicos y enzimas de alta eficiencia (Nakamura et al., 2003; Zverlov
et al., 2006). 

El Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN) ha tra-
bajado en el empleo de residuos agroindustriales y en la búsqueda de cepas nativas
con rendimientos superiores al de las cepas patrón. En la década de 1990 se aislaron
178 cepas de Clostridium a partir de suelos colombianos con el ánimo de encontrar
cepas hiperproductoras de solventes. En uno de los estudios realizados se selecciona-
ron 13 cepas teniendo como base la concentración de solventes totales -acetona, bu-
tanol y etanol- a partir de glucosa (Montoya et al., 2000). Estudios posteriores evi-
denciaron que las cepas nativas de Clostridium pueden degradar sustratos celulósicos
como pectina, xilano, carboximetil-celulosa y celulosa microcristalina (Montoya et al.,
2001), mientras que cinco de las cepas producen 1,3-propanodiol (1,3-PD) a partir
de glicerol en mayor concentración que Clostridium butyricum DSM2478 (Cárdenas et
al., 2006). Adicionalmente los análisis de variabilidad molecular por AFLP -Amplified
Fragment Lenght Polymorfism-, PFGE -Pulsed Field Gel Electrophoresis- e hibridización DNA-
DNA sugieren que 10 de las cepas promisorias corresponderían a una nueva especie
del género Clostridium filogenéticamente muy cercana a C. butyricum (Arévalo, 2001;
Suárez, 2004; Jaimes et al., 2006). Este conjunto de resultados permite considerar a
las cepas nativas como candidatas para el diseño de bioprocesos innovadores de pro-
ducción de solventes a nivel industrial. Los rendimientos de las cepas promisorias
podrían ser mejorados por ingeniería metabólica, lo cual requiere del conocimiento de
los genes de las rutas metabólicas involucradas en los procesos de solventogénesis y
celulolisis. Los primeros estudios genéticos de las cepas promisorias incluyen la cons-
trucción de una librería genómica a partir de la cepa IBUN 22A, en la cuál se encontra-
ron ocho clones con actividades exoglucanasa, endoglucanasa y‚ -glucosidasa (Vargas
et al., 2002). Estudios posteriores permitieron predecir genes homólogos a dhaB1 y
dhaT de C. butyricum en las cepas nativas IBUN 22A, IBUN 13A e IBUN 158B; dichos
genes codifican para las proteínas Glicerol Deshidratasa y 1,3-Propanodiol Óxidorre-
ductasa involucradas en la producción de 1,3-PD a partir de glicerol (Montoya et al.,
2006; Quilaguy et al., comunicación personal).

Un estudio completo de los genes involucrados en las rutas metabólicas de interés
requiere de una estrategia más eficiente, basada en la información genómica que ha
sido obtenida a nivel mundial para el género Clostridium. Sin embargo, hasta la fecha
Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium kluyveri y Clostridium
thermocellum son las únicas especies solventogénicas y/o celulolíticas no patógenas del
género cuyo genoma ha sido completamente secuenciado (Nölling et al., 2001;
Copeland et al., 2007a; Copeland et al., 2007b; Seedorf et al., 2007). Un ensayo de
hibridación basado en sondas universales constituye una buena alternativa, puesto
que permitiría analizar la presencia y expresión de los genes involucrados en todas las
rutas metabólicas sin necesidad de conocer previamente la secuencia genómica
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exacta de las cepas promisorias. En este trabajo se plantea el uso de un microarreglo
como ensayo de hibridación, puesto que los microarreglos poseen alta capacidad de
procesamiento de muestras y su costo es comparable con el de otras técnicas para el
análisis de perfiles de expresión como SAGE -Serial Analysis of Gene Expresión-, SSH -
Suppression Substractive Hibridization- y MPSS -Massively Parallel Signature Sequencing-
(Velvescu et al., 1995; Bunney et al., 2003; Stoughton, 2005). Los microarreglos de
DNA son ensayos dirigidos a la secuencia genómica de un organismo que permiten
analizar la concentración relativa de una gran variedad de moléculas específicas de
DNA o RNA simultáneamente. Las muestras analizadas usualmente corresponden a
DNA o RNA total extraído del cultivo bajo las condiciones de estudio, el cuál es hi-
bridizado con las sondas del microarreglo para determinar la presencia y nivel de
expresión de genes específicos (Stoughton, 2005). Por medio de los microarreglos se
pueden identificar fenotipos bacterianos específicos, asignarle función a genes desco-
nocidos, agrupar genes en rutas metabólicas de interés, identificar los genes regula-
dores de dichas rutas y otras funciones que resultan útiles en la comprensión del
metabolismo fermentativo de las cepas nativas de Clostridium sp. Por ejemplo, estu-
dios previos de cepas mutadas de C. acetobutylicum usando un microarreglo genómico
han demostrado la presencia de genes reguladores necesarios para la solventogénesis
y la esporulación en el megaplásmido pSOL1 (Tomas et al., 2003; Alsaker et al., 2005).
El objetivo de este artículo es proponer una metodología para el diseño de sondas de
DNA útiles en la construcción de un microarreglo de oligonucleótidos o en otros
ensayos de hibridación enfocados al estudio y mejoramiento de las rutas metabólicas
anteriormente mencionadas. Las sondas para microarreglos pueden corresponder a
cDNAs preidentificados (RNA total retrotranscrito) o bien a una colección de oligo-
nucleótidos diseñados para genes específicos. El uso de un microarreglo de oligonu-
cleótidos supone ventajas en nuestro caso, puesto que los oligonucleótidos basados
en secuencias consenso permiten detectar la expresión de genes conservados en espe-
cies cuyo genoma aún no ha sido secuenciado, como es el caso de las cepas colom-
bianas de Clostridium sp. La utilidad de esta metodología ha sido demostrada en
trabajos como la patente de Graham y Wollweber (1990), quienes diseñaron oligonu-
cleótidos consenso para la detección de ·-amilasas en diferentes especies del género
Bacillus, o bien en el trabajo de Matveeva et al. (2004), quienes diseñaron oligonucleó-
tidos consenso dirigidos al genoma del VIH-1 a partir de regiones conservadas en los
alineamientos múltiples de sus variantes. El uso de micro-arreglos de oligonucleótidos
también ha sido reportado para el género Clostridium por Paredes et al. (2007), quie-
nes diseñaron un microarreglo con oligómeros de 60 nucleótidos para el análisis
metabólico en cepas mutadas de C. acetobutylicum. Este artículo presenta una meto-
dología para el diseño de oligonucleótidos a partir de secuencias genéticas publicadas
en GenBank para especies bacterianas y fúngicas representativas de las rutas meta-
bólicas de interés, con la cual se busca compensar la baja cantidad de secuencias
publicadas hasta la fecha para especies del género Clostridium. El diseño está basado
en la identificación de secuencias conservadas en la mayor cantidad de especies
posible, de forma que cada sonda resultante sea útil para detectar la presencia del
mismo gen tanto en dichas especies como en las cepas nativas de Clostridium sp.
(partiendo de su cercanía evolutiva y/o metabólica). En la metodología propuesta se
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han tenido en cuenta aspectos generales del diseño de oligonucleótidos para micro-
arreglos, tales como su especificidad con respecto al gen objetivo, su incapacidad
para formar homodímeros o heterodímeros con otras sondas, la ausencia de estruc-
turas secundarias y el control de parámetros como longitud y Tm (punto de fusión)
dentro de rangos previamente establecidos (Tolstrup et al., 2003). 

MATERIALES Y MÉTODOS

CONSTRUCCIÓN DE LA BASE DE DATOS LOCAL MULTI-CLOST

A partir de una revisión bibliográfica se identificaron las enzimas que participan en la
producción de acetato, butirato, etanol, acetona y butanol a partir de piruvato (Fig. 1)
así como en la producción de 1,3-propanodiol y dihidroxiacetona-P a partir de glicerol
(Fig. 2) en clostridios solventogénicos no patógenos. También se identificaron las
enzimas involucradas en la degradación de celulosa hasta glucosa, incluyendo las
proteínas estructurales del celulosoma (complejo de degradación de sustratos celu-
lósicos), y en la degradación de polisacáridos de la hemicelulosa hasta los monosa-
cáridos correspondientes (Fig. 3; Schwarz, 2001). Las secuencias de los genes corres-
pondientes fueron obtenidas en GenBank (Benson et al., 2007) y UniProt (Bairoch et al.,
2005) para 16 especies del género Clostridium y 29 géneros de microorganismos relacio-
nados (Tabla 1). Los registros de dichas secuencias fueron almacenados y categorizados
en una base de datos construida en Microsoft Access XP. Para cada registro se recopiló
la siguiente información: nombre del gen, número de acceso de GenBank, nombre de la
proteína codificada, número de acceso de Uniprot, especie, conglomerado (si el gen
pertenece a uno), longitud del gen y longitud de la proteína.

Figura 1. Enzimas involucradas en la producción de solventes de Clostridium incluídas en la base de
datos. 1. Fosfotransacetilasa 2. Acetato kinasa 3. Fosfotransbutirilasa. 4. Butirato kinasa. 5. Aceto-
acetil:acil CoA transferasa. 6. Acetoacetato descarboxilasa 7. Acetaldehído deshidrogenasa. 8.
Piruvato descarboxilasa. 9. Alcohol deshidrogenasa. 10. Butiraldehído deshidrogenasa. 11. Butanol
deshidrogenasa.
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Figura 2. Ruta de asimilación de glicerol en Clostridium butyricum. 1. Glicerol deshidratasa. 2. Activa-
dor de la glicerol deshidratasa. 3. 1,3-PD deshidrogenasa. 4. Glicerol deshidrogenasa. 5. Dihidroxia-
cetona kinasa. 6. Glicerol-3-fosfatasa. 7. Glicerol kinasa.

Para esta base de datos local se establecieron las siguientes categorías: (1) ‘Solventogé-
nesis’, con las enzimas fosfotranscarboxilasas, carboxilato kinasas, CoA transferasas,
acetoacetato descarboxilasas, aldehído deshidrogenasas y alcohol deshidrogenasas,
necesarias para la producción de acetato, butirato, etanol, butanol y acetona (Jones y
Woods, 1986; Biebl et al., 1999; Nölling et al., 2001); (2) ‘1,3-Propanodiol’, donde se
almacenaron registros para las enzimas glicerol deshidratasa, 1,3-PD deshidrogenasa,
glicerol deshidrogenasa, dihidroxiacetona kinasa y glicerol-3-fosfatasa, necesarias para
la producción de 1,3-propanodiol y glicerol (Biebl et al., 1999); (3) ‘Celulasas’, donde
se incluyeron las proteínas estructurales que forman el andamio y el sistema de anclaje
del celulosoma (Bayer et al., 1998), así como celulasas entre las que se cuentan exoglu-
canasas, endoglucanasas, ‚-glucosidasas, xilanasas, xilosidasas y mananasas (Coughlan
y Mayer, 1992; Lucas et al., 2001). La subcategoría ‘Celulasas’ fue a su vez separada por
familias de glicosil hidrolasas, dominios de unión a celulosa y dominios de homología
con la capa S considerando la composición multidominio de estas enzimas (Rabinovich
et al., 2002). Adicionalmente se decidió incluir la categoría ‘Factor de transcripción
Spo0A’, dado que esta proteína de esporulación ha sido reconocida como factor de
transcripción de los operones sol, adc y bdh de producción de solventes (Harris et al.,
2002). La lista completa de categorías y subcategorías se presenta en la Tabla 2. 

CONSTRUCCIÓN DE ALIMENTOS MÚLTIPLES CON ALTA CONSERVACIÓN DE SECUENCIAS

Para cada tipo de enzima las secuencias de los genes registrados en MULTI-CLOST
fueron recuperadas a partir de GenBank, tomando siempre la cadena positiva de cada
gen. En el caso de la categoría ‘Celulasas’ los grupos fueron formados por familias de
dominios catalíticos o de unión a sustrato dentro de cada tipo de enzima (Bayer et al.,
1998). Las secuencias de cada grupo fueron alineadas con el programa de alinea-
miento múltiple ClustalW 1.83 (Thompson et al., 1994) usando la matriz de respecti-
vamente. La calidad de los alineamientos múltiples fue mejorada por eliminación de
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Especie Categoría
Solventogénesis Celulasas Factor Spo0A 1,3-Propanodiol

Acetivibrio cellulolyticus - 3 - -
Aquifex aeolicus - - - 2
Bacillus anthracis - - 1 -
Bacillus cereus - - 1 4
Bacillus halodurans 12 - 1 3
Bacillus sphaericus - - 1 -
Bacillus subtilis 17 - 1 -
Bacteroides cellulosolvens - 1 - -
Bacteroides thetaiotaomicron - 19 - -
Brucella melitensis - - - 2
Butyrivibrio fibrisolvens - 7 - -
Caldicellulosiruptor spp. - 18 - -
Cellulomonas fimi - 12 - -
Citrobacter freundii - - - 8
Clostridium acetobutylicum 17 32 1 2
Clostridium beijerinckii 9 - 1 1
Clostridium butyricum - - - 8
Clostridium cellulolyticum - 13 1 -
Clostridium cellulovorans - 15 - -
Clostridium difficile - - 1 -
Clostridium innocuum - - 1 -
Clostridium josui - 5 - -
Clostridium longisporum - 2 - -
Clostridium pasteurianum - - 1 4
Clostridium perfringens 13 - - 8
Clostridium saccharobutylicum 1 2 - -
Clostridium saccharoperbutylacetonicum 4 - - -
Clostridium stercorarium - 11 - -
Clostridium tetani 13 - 1 6
Clostridium thermocellum 2 39 - -
Emericella nidulans - - - 1
Fibrobacter succinogenes - 16 - -
Geobacillus stearothermophilus - - 1 2
Hypocrea jecorina - 21 - -
Klebsiella pneumoniae - - - 6
Lactobacillus plantarum - - - 6
Mesorhizobium loti - - - 5
Oceanobacillus iheyensis - - 1 4
Orpinomyces spp. - 16 - -
Piromyces spp. - 24 - -
Pseudomonas putida - - - 3
Ruminococcus albus - 12 - -
Ruminococcus flavefaciens - 13 - -
Saccharomyces cerevisiae - - - 5
Sarcina ventriculi 1 - - -
Schizosaccharomyces pombe - - - 3
Sinorhizobium meliloti - - - 6
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 2 - - -
Thermotoga maritima - - - 3
Zigosaccharomyces rouxii - - - 3
Zymomonas mobilis 4 - - -
TOTAL 95 281 14 95

Tabla 1. Registros incluidos por cada especie en las categorías de MULTI-CLOST.
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los genes con secuencia menos conservada, hasta alcanzar un valor alineamiento
ClustalW1.6 (peso de 1 para las concordancias y 0 en los demás casos; Aiyar, 2000) y
los valores de penalización por apertura y extensión de gaps 15 y 6,66 superior a 65 en
el promedio del Puntaje de Alineamientos Pareados (PAP) calculado por ClustalW
entre todos los genes de cada alineamiento (este valor mínimo se redujo a 50 en las fa-
milias enzimáticas con alta variabilidad de secuencia, como es el caso de las celulasas
multidominio). Los alineamientos múltiples definitivos fueron construidos con los ge-
nes restantes, utilizando los valores de penalización 15 y 6,66 para apertura y extensión
de gaps (11 y 1 para las familias enzimáticas con alta variabilidad de secuencia). 

Figura 3. Componentes estructurales y catalíticos del celulosoma, unidos a una célula del microor-
ganismo que lo produce y al sustrato celulósico simultáneamente. Dominios funcionales: SLH,
homología con la capa S; CH I y CH II, Cohesin I y II; DK I y DK II, Dockerin I y II; CBM, módulo de
unión a celulosa; GH, Glicosil hidrolasa.

DISEÑO DE LAS SONDAS DE OLIGONUCLEÓTIDOS

A partir de los alineamientos definitivos se extrajeron secuencias con longitud mínima
de 19 nucleótidos conservadas en más del 50% de los genes de cada alineamiento,
utilizando para ello el editor de alineamientos GeneDoc 2.6.002 (Nicholas y Nicholas,
2001). La longitud mínima requerida para las sondas fue establecida a partir de los
resultados arrojados por BLASTN para sondas de 17 a 20 nucleótidos dirigidas a un
mismo gen de Endoglucanasa (Tabla 6). Para aumentar la probabilidad de que los
oligonucleótidos diseñados puedan reconocer sus genes objetivo en las cepas promi-
sorias de Clostridium sp., se seleccionaron siempre regiones conservadas en al menos
una especie de los órdenes Clostridiales o Bacillales. Las propiedades termodinámicas
de las sondas diseñadas fueron calculadas con GeneRunner v3.05 (Hastings Software,
NY) y se aceptaron solo aquellas cuya Tm según la fórmula termodinámica de San-
taLucia (1998) estuviera en el rango de 44 a 90 ºC y que no formaran estructuras
secundarias con Tm superior a 37 ºC. Estos criterios se establecieron considerando las
temperaturas de desnaturalización e hibridación recomendadas usualmente para mi-
croarreglos (42 ºC y 95 ºC respectivamente; Hedge et al., 2000; Schuchhardt et al., 2000;
Tomas et al., 2003; Tummala et al., 2003; Rybicki, 2005). Para comprobar la sensi-
bilidad y especificidad de los oligonucleótidos diseñados, éstos fueron sometidos a
búsquedas en GenBank 141.0 (Benson et al., 2007) usando la aplicación BLASTN
2.2.8 (Altschul et al., 1997). Se seleccionaron aquellos oligonucleótidos para los
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cuales todos los registros reportados por BLASTN con Valor E (Expected Value) inferior a
0,05 correspondieran a genes con función equivalente a los genes del alineamiento
original (los resultados de BLASTN son más significativos cuando su valor E es menor,
pero el valor E tiende a ser conservativo cuando la secuencia de búsqueda es muy corta,
de manera que para secuencias de longitud menor a 40 nucleótidos los resultados con
valor E < 0,05 se pueden considerar específicos; Altschul et al., 1997). Por último se
estableció la ubicación de cada sonda de oligonucleótidos en sus genes objetivo usando
el programa Artemis v5 (Rutherford et al., 2000) y se determinó el dominio funcional
correspondiente a cada una por medio de búsquedas de las proteínas codificadas por
los genes objetivo en la base de datos CDD v1.65 (Conserved Domain Database) usando
RPS-BLAST 2.2.6 (Reversed Position Specific BLAST; Altschul et al., 1997).

Acidogénesis y solventogénesis Celulasas (282 registros) 1,3-Propanodiol (94 registros)
(95 registros)

Subcategoría # Reg. Subcategoría # Reg. Subcategoría # Reg.

Fosfotransacetilasa 7 Exoglucanasas 23 Glicerol deshidratasa 17

Acetato kinasa 8 Endoglucanasas 92 Activador de la 2
glicerol deshidratasa

Butirato kinasa 6 Mananasas 16 1,3-Propanodiol 11
deshidrogenasa

Fosfotransbutirilasa 6 Xilanasas 47 Regulador transcripcional 2

Piruvato descarboxilasa 3 Proteínas andamio 9 Glicerol deshidrogenasa 15

Acetoacetato descarboxilasa 3 Celulasas 22 Dihidroxiacetona kinasa 26

Aldehído deshidrogenasa 14 β-glucanasas 9 Glicerol kinasa 17

Aldehído-alcohol 5 β-glucosidasas 29 Glicerol-3-fosfatasa 4
deshidrogenasa

Alcohol deshidrogenasa 18 Xilosidasas 11

Alcohol deshidrogenasa 3 Arabinosidasas 7
de cadena corta 

Butanol deshidrogenasa 13 Celodextrinasas 3

Acetoacetil:acil CoA 4 Celodextrín fosforilasas 2 Factores de transcripción Spo0A
transferasa A (14 registros)

Acetoacetil:acil CoA
transferasa B 5 Celobiosa fosforilasas 2 Subcategoría # Reg.

Proteínas de la capa S 3 No posee subcategoría 14
Proteínas adaptadoras 2
del andamio
Proteínas de anclaje 5
del celulosoma

Tabla 2. Número de registros incluidos en cada categoría y subcategoría de la base de datos MULTI-
CLOST. 

RESULTADOS

CONSTRUCCIÓN DE LA BASE DE DATOS MULTI-CLOST

La base de datos construida en Microsoft Access XP fue registrada bajo el nombre
MULTI-CLOST ante la Dirección Nacional de Derecho de Autor de Colombia (Libro
13, Tomo 17, Partida 142 del 20 de noviembre de 2006; disponible en
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http://www.ibun.unal.edu.co/lineas/bioprocesos/index.htm). Esta base de datos con-
tiene registros de 485 genes que codifican para las enzimas y proteínas estructurales
involucradas en la acidogénesis, solventogénesis, degradación de celulosa y producción
de 1,3-PD en 55 especies bacterianas y fúngicas, permitiendo recuperar las secuencias
de dichos genes y proteínas en las bases de datos GenBank (Benson et al., 2007) y
UniProt (Bairoch et al., 2005). De estos registros 95 corresponden a la categoría ‘Solven-
togénesis’, 94 a la categoría ‘1,3-Propanodiol’, 14 a la categoría ‘Factor de esporulación
Spo0A’, y 282 a la categoría ‘Celulasas’, la más numerosa considerando la subdivisión
adicional por familias de dominios funcionales. 

Subcategoría Organismo Nombre del gen No. Acceso (GenBank)
Fosfotransacetilasa Clostridium thermocellum pta AF041841
Acetato kinasa Bacillus subtilis BSU29470 Z99119
Butirato kinasa Clostridium beijerinckii buk AY463103
Fosfotransbutirilasa Clostridium acetobutylicum CAC3076 AE007804
Piruvato descarboxilasa Zymomonas mobilis pdc M15393
Acetoacetato descarboxilasa C. saccharoperbutylacetonicum adc AY251646
Aldehído-alcohol
deshidrogenasa Clostridium tetani CTC02182 AE015943
Butanol deshidrogenasa Clostridium perfringens CPE1256 AP003189
Acetoacetil:acil
CoA transferasa A Clostridium acetobutylicum CAP0163 AE001438
Acetoacetil:acil
CoA transferasa B Bacillus halodurans BH2258 AP001514
Exoglucanasas Clostridium thermocellum celK AF039030
Endoglucanasas Hypocrea jecorina egl4 Y11113
Mananasas Piromyces sp. manC X97520
Xilanasas Ruminococcus albus xynC AB057589
Proteínas andamio Ruminococcus flavefaciens scaA AJ278969
β-glucanasas Clostridium thermocellum licB X63355
β-glucosidasas Clostridium longisporum abgA L49336
Xilosidasas Clostridium stercorarium bxlB AJ508405
Arabinosidasas Bacteroides thetaiotaomicron BT1781 AE016933
Celodextrinasas Butyrivibrio fibrisolvens ced1 X55732
Proteínas de la capa S Clostridium thermocellum slpA U79117
Glicerol deshidratasa Klebsiella pneumoniae dhaB2 U60992
1,3-Propanodiol
deshidrogenasa Clostridium pasteurianum dhaT AF006034
Regulador transcripcional Citrobacter freundii dhaR U09771
Glicerol deshidrogenasa Clostridium butyricum dhaD1 AY138581
Dihidroxiacetona kinasa Bacillus cereus BC0981 AE017001
Glicerol-3-fosfatasa Saccharomyces cerevisiae gpp2 D50469
Factor de transcripción
Spo0A Clostridium difficile spo0A U43514

Tabla 3. Secuencias representativas de cada subcategoría de MULTI-CLOST con su número de acce-
so a GenBank. 

Las especies mayoritarias de la categoría ‘Celulasas’ son C. acetobutylicum y C. thermocellum,
las cuales representan el 25% de dicha categoría, mientras que en ‘Solventogénesis’ el
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mayor porcentaje (36%) corresponde a las especies C. acetobutylicum y Bacillus subtilis. Por
su parte, la categoría ‘1,3-Propanodiol’ contiene el 25% de secuencias de las especies
Clostridium butyricum, Clostridium perfringens y Citrobacter freundii. En la Tabla 2 se muestra
la cantidad de registros que fueron agregados a la base de datos para cada subcategoría,
mientras que en la Tabla 3 se enlistan los números de acceso en GenBank para secuen-
cias representativas de cada subcategoría almacenadas en MULTI-CLOST. Los números
de acceso de GenBank y UniProt contenidos en cada registro permiten recuperar la se-
cuencia genética e información de conglomerados a partir de GenBank, así como la
secuencia proteica e información biológica a partir de UniProt. Todas las enzimas inclui-
das en cada categoría fueron utilizadas para realizar los alineamientos múltiples.

CONSTRUCCIÓN DE ALINEAMIENTOS MÚLTIPLES CON ALTA CONSERVACIÓN DE SECUENCIAS

Las secuencias de los genes almacenados en MULTI-CLOST fueron usadas para crear
los alineamientos a partir de los cuales se diseñarían las sondas de oligonucleótidos.
Se establecieron como criterios de selección los valores PAP mínimos 65 y 50 de
acuerdo con el contenido de secuencias conservadas en cada alineamiento, eliminán-
dose de cada uno los genes que produjeran PAP inferiores a estos valores. En el caso
de las celulasas se usaron parámetros más flexibles (apropiados para enzimas multi-
dominio) y sus dominios funcionales se alinearon independientemente. Para los
alineamientos de genes de las categorías ‘Solventogénesis’, ‘1,3-Propanodiol’ y ‘Factor
de esporulación Spo0A’ se usaron las penalidades de apertura y extensión de gaps [15-
6,66], establecidas por defecto en ClustalW y apropiadas para genes conservados en
toda su extensión a través de diversas especies. En los alineamientos definitivos de celu-
lasas fue necesario flexibilizar dichas penalidades, de forma que se pudieran alinear fá-
cilmente los dominios conservados en cada familia enzimática. En estos casos se utiliza-
ron las penalidades de apertura y extensión [11- 1], correspondientes a las penalidades
por defecto usadas en algunas aplicaciones de BLAST (Altschul et al., 1997). De esta
forma los alineamientos definitivos fueron construidos con tres combinaciones de pa-
rámetros: 65 - [15- 6,66], 50 - [15- 6,66] y 50 - [11-1] (PAP - [apertura- extensión de
gaps]). Con el uso de dichas combinaciones de parámetros se obtuvieron en total 56
alineamientos definitivos para las cuatro categorías de MULTI-CLOST. El número de
alineamientos obtenidos en cada categoría con las diferentes combinaciones de pará-
metros se muestra en la Tabla 4.

Categorías PAP Penalidades No. de alineamientos
Solventogénesis 50 15- 6,66 7

65 15- 6,66 9
1,3-Propanodiol 50 15- 6,66 7

65 15- 6,66 3
Factor de esporulación Spo0A 50 15- 6,66 1

65 15- 6,66 1
Celulasas 50 11- 1 10

15- 6,66 15
65 15- 6,66 3

Tabla 4. Alineamientos múltiples agrupados por las categorías de la base de datos MULTI-CLOST y
por los criterios de alineamiento.
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Figura 4. Alineamiento múltiple para el factor de esporulación Spo0A de cinco especies de Clostridium
usando un PAP mínimo de 65 y penalidades 15- 6,66 (apertura, extensión de gaps). La última línea
muestra la secuencia consenso, donde las letras en mayúscula indican posiciones completamente
conservadas y las letras en minúscula indican posiciones conservadas en cuatro de las cinco secuen-
cias. Los bloque en negro indican regiones idénticas, mientras que los bloques en diferentes tonos de
gris muestran regiones parcialmente conservadas.

Dada la dificultad inherente al alineamiento de genes provenientes de especies tan
diversas como las analizadas, el 77% de los alineamientos definitivos contiene dos a
cuatro genes y el 18% contiene cinco o seis genes. En la figura 4, a manera de ejemplo,
se observa el alineamiento múltiple de genes correspondientes a factores de esporu-
lación Spo0A pertenecientes a varias especies de clostridios.

DISEÑO DE LAS SONDAS DE OLIGONUCLEÓTIDOS

La estrategia de diseño de oligonucleótidos en este trabajo está enfocada a la obtención
de sondas que permitan identificar cada gen de interés en cualquiera de las especies que
componen los alineamientos, así como en las cepas colombianas de Clostridium sp. La
longitud mínima de las sondas se estableció a partir de los resultados de búsquedas en
GenBank con sondas de longitud creciente diseñadas para un gen Endoglucanasa
usando BLASTN. Se encontró que con sondas de longitud inferior a 19 nucleótidos re-
sulta imposible distinguir los resultados específicos de los inespecíficos a partir de los
valores de referencia ‘Score’ y ‘Valor E’ (Tabla 6; Altschul et al., 1997). Dicha longitud se
encuentra en el rango de valores reportados para el diseño de sondas de oligonucleó-
tidos para microarreglos (Guckenberger et al., 2002, Lee et al., 2004). En total se obtu-
vieron 94 sondas de oligonucleótidos, algunas de las cuales se enlistan en la tabla 5 y
cuyos resultados en la búsqueda con BLASTN con Valor E inferior a 0,05 correspon-
dieron en cada caso a las enzimas para las cuales fueron diseñadas (la lista completa de
sondas está disponible como material suplementario en http://www.ibun.unal.edu.co
/lineas/bioprocesos/index.htm). En promedio con cada sonda se pueden reconocer tres
genes específicos para la enzima objetivo en GenBank tras las búsquedas correspon-
dientes con BLASTN, lo cual sugiere que existe una buena probabilidad de reconocer los
genes homólogos en las cepas promisorias de Clostridium. Los resultados de las búsque-
das con RPS-BLAST indican que las sondas diseñadas para las rutas de acidogénesis,
solventogénesis y producción de 1,3-PD reconocen siempre el mismo dominio en cada
gen, mientras que en el caso de las celulasas cada sonda puede identificar varias enzi-
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mas de diversa función que poseen el mismo dominio funcional (considerando el ca-
rácter multidominio de las celulasas).

Oligo: CAGCTTGAATTCTATCAGTG Oligo: CAGCTTGAATTCTATCAGT
Longitud: 20 nucleótidos Longitud: 19 nucleótidos
Resultado Puntaje valor E Resultado Puntaje valor E
Celulasa de Clostridium 40* 0,009* Celulasa de Clostridium 38* 0,034*
Celulasa de Clostridium 40* 0,009* Celulasa de Clostridium 38* 0,034*
Celulasa de Clostridium 40* 0,009* Celulasa de Clostridium 38* 0,034*
DNA intergénico humano 36 0,13 DNA intergénico humano 36 0,13
DNA intergénico humano 36 0,13 DNA intergénico humano 36 0,13
DNA intergénico de A. thaliana 36 0,13 DNA intergénico de A. thaliana 36 0,13
DNA intergénico humano 34 0,52 DNA intergénico humano 34 0,53
Proteína de unión de rata 34 0,52 Proteína de unión de rata 34 0,53
Factor anemia Fanconi humano 34 0,52
Receptor de limpieza, T. gondii 34 0,52

Oligo: CAGCTTGAATTCTATCAG Oligo: CAGCTTGAATTCTATCA
Longitud: 18 nucleótidos Longitud: 17 nucleótidos
Resultado Puntaje valor E Resultado Puntaje valor E
Celulasa de Clostridium 36* 0,13* Celulasa de Clostridium 34* 0,53*
Celulasa de Clostridium 36* 0,13* Celulasa de Clostridium 34* 0,53*
Celulasa de Clostridium 36* 0,13* Celulasa de Clostridium 34* 0,53*
DNA intergénico humano 36* 0,13* DNA intergénico humano 34* 0,53*
DNA intergénico humano 36* 0,13* DNA intergénico humano 34* 0,53*
DNA intergénico de A. thaliana 34 0,53 DNA intergénico de A. thaliana 34* 0,53*
DNA intergénico humano 34 0,53 DNA intergénico humano 34* 0,53*
Proteína de unión de rata 34 0,53 Proteína de unión de rata 34* 0,53*

Tabla 6. Resultados de la búsqueda con oligonucleótidos de longitud creciente para Endoglucanasa
GH48 en GenBank usando BLASTN 2.2.8. Los resultados rotulados como “Celulasa deClostridium”,
corresponden a registros de endoglucanasas (resultados específicos), mientras que las cifras marca-
das con un asterisco (*), corresponden al mayor puntaje y el menor Valor E obtenidos en cada
búsqueda. Se observa que con los oligos de 17 y 18 nucleótidos se obtiene el mayor puntaje y el
menor Valor E tanto para los resultados espe-cíficos como para algunos inespecíficos. Por ello se
estableció como norma para el diseño de sondas una longitud mínima de 19 nucleótidos. Nota: Las
magnitudes del mayor Puntaje y el menor Valor E no son comparables entre los cuatro oligos, ya que
estas dependen directa e inversamente de la longitud de la secuencia de búsqueda en BLASTN.

Las sondas diseñadas se encuentran distribuidas de la siguiente forma: 25 corres-
ponden a la categoría ‘Solventogénesis’, 48 a la categoría ‘Celulasas’ (con sondas
para varias familias de dominios funcionales en cada tipo de enzima), 19 a ‘1,3-Pro-
panodiol’ y dos al factor Spo0A. Los valores característicos promedio de las sondas
diseñadas fueron los siguientes: longitud de 24 nucleótidos, Tm termodinámica de
65,8 ºC, contenido de (G+C) de 39,0%, Tm de la horquilla más estable (cuando
existe) de 10,4 ºC y ∆G de unión al objetivo de -37,4 kCal/Mol. De esta forma, se
concluye que todas las sondas diseñadas pueden ser usadas para la construcción de
un microarreglo hibridizado a 42 ºC (Cronin et al., 2001) o bien para un ensayo de
Southern Blot realizado en condiciones similares (Harris et al., 2002). Se diseñaron
además sondas para control positivo, negativo y de purificación de rRNA utilizando
los mismos criterios descritos anteriormente; la sonda de control positivo 5’-
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ATCATCCCTAACTCAACTGGTGCTG-3’ se diseñó a partir de la gliceraldehído-3P-
deshidrogenasa de C. acetobutylicum, mientras que la sonda de control negativo 5’-
TGACAGATGAATCCGACACATGCAG-3’ fue diseñada con base en el gen de la op-
sina, cuyo producto (OPN1SW, GenBank: NM_001708) participa en la transducción
de la señal visible en la región azul del espectro electromagnético hacia una señal
electroquímica -proceso que ocurre en el ojo humano-. La sonda de control de puri-
ficación 5’-TGGTCGGTACAATGAGATGCAACCT-3’ fue diseñada a partir del gen
16SrRNA de la cepa IBUN 22A (Montoya et al., 2001). Algunos de los oligonucleótidos
diseñados también podrían ser utilizados como cebadores para PCR, bien sea en
reacciones individuales o en múltiplex PCR. En cada caso uno de los oligonucleótidos
diseñados actuaría como cebador forward, mientras que como cebador reverse se po-
dría utilizar un oligonucleótido corto de secuencia aleatoria, como el cebador RAPD-#3
(5’-GTAGACCCGT-3’; Amersham Pharmacia Biotech, Suecia) reportado para RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA- en Clostridium difficile (Peláez et al., 2002). Se seleccio-
naron 27 oligonucleótidos de los diseñados con la metodología presentada anterior-
mente, utilizando para ello los criterios de diseño de cebadores de PCR descritos por
Rybicki (2005). Estos oligonucleótidos podrían ser utilizados en cuatro reacciones de
Múltiplex RT-PCR en Tiempo Real separadas de acuerdo a su temperatura de anillado.
El primer grupo (sondas I-3-A, I-6-A, III-3, I-16-B, III-6-A) podría ser empleado en una
reacción con una temperatura de anillado de 54 ºC; el segundo grupo (sondas I-12-B,
I-13, II-11, III-2-A, II-17-A, II-17-B, II-21-A, II-22-C) en una reacción con temperatura de
anillado máxima de 58 ºC; el tercer grupo (sondas II-1.2, II-7-A, III-1-B, II-12-A, III-2-B,
III-5, II-21-B) en una reacción con temperatura de anillado de 63 ºC y el cuarto grupo
(sondas I-9, II-8-B, II-10-A, II-10-B, II-15.2, III-8-A, III-9) en una reacción con tempe-
ratura de anillado de 67 ºC. Cabe mencionar que los parámetros termo-dinámicos
predichos con herramientas bioinformáticas deben ser ajustados a partir de los resulta-
dos de ensayos de hibridación preliminares. 

DISCUSIÓN

La metodología seguida en este trabajo para el diseño de las sondas de oligonucleó-
tidos está encaminada a encontrar secuencias conservadas a través de una variedad de
microorganismos de los dominios Eubacteria y Eukarya, todos ellos representativos de
las rutas metabólicas de interés. Esta estrategia es práctica cuando se recurre a un en-
sayo de hibridización en el cual la cantidad de sondas es limitada. Sin embargo, en un
microarreglo puede incluirse una gran cantidad de sondas, de manera que las secuen-
cias conservadas y sus posibles réplicas dejan muchos espacios libres que pueden ser
utilizados para pruebas adicionales. Con el fin de obtener huellas de DNA de cada cepa
y dar indicios sobre las relaciones evolutivas de sus genes se podría recurrir a una es-
trategia adicional: extraer de los alineamientos secuencias con los mismos criterios de
longitud, temperatura de fusión y ausencia de estructura secundaria utilizados para los
oligonucleótidos diseñados, pero esta vez en regiones que no sean compartidas por nin-
guno de los genes de cada alineamiento. Al utilizar estas secuencias como sondas se
aprovecharía de forma más eficiente el espacio disponible en un microarreglo, y al hallar
puntos hibridizados con una muestra podría decirse que la secuencia detectada tiene
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mayor similitud con el gen de una especie determinada incluida en el microarreglo. La
utilización de sondas diseñadas a partir de secuencias conservadas en una variedad de
especies constituye un ensayo exploratorio aunque no excluyente, de forma que si una
de estas sondas hibridiza con el DNA o el cDNA de la cepa investigada se tiene un in-
dicio de la presencia del gen para el cual ha sido diseñada la sonda. Si no se presenta
hibridización con las sondas diseñadas para una familia enzimática, no podría asegu-
rarse que la cepa no posea genes que codifiquen para enzimas de dicha familia.

La clasificación de las cepas nativas a nivel de especie ha presentado dificultades, y
sus caracteres taxonómicos únicos podrían conducir a su clasificación como una nue-
va especie dentro del género. Sin embargo, aún si se llegara a concluir que son cepas
de la especie C. butyricum, el genoma de esta última no ha sido completamente secuen-
ciado ni existen por el momento proyectos genoma que la cobijen. Por este motivo se
consideró pertinente buscar secuencias de genes que sean característicos del género
Clostridium, pero que también se encuentren en otros géneros relacionados. 

Como se presentó en la metodología de construcción de la base de datos MULTI-
CLOST, se incluyeron en ella registros especies bacterianas y fúngicas relacionadas
con Clostridium, bien fuera por su clasificación taxonómica o por exhibir las mismas
rutas metabólicas. Bajo el primer criterio se incluyeron especies de los géneros Bacillus,
Oceanobacillus, Geobacillus y Lactobacillus, integrantes todos ellos del Filum Firmicutes
(bacterias Gram (+)), así como otras bacterias del orden Clostridiales que exhiben las
rutas metabólicas pertinentes, entre las que se cuentan varias especies de los géneros
Thermoanaerobacterium, Acetivibrio, Butyrivibrio, Ruminococcus y Caldicellulosiruptor (Lynd
et al., 2002; Coughlan y Mayer, 1992; Rabinovich et al., 2002; Tabla 1). Otros micro-
organismos alejados filogenéticamente del género Clostridium fueron incluidos por ser
celulolíticos reconocidos, como es el caso de Cellulomonas fimi, Hypocrea jecorina y varias
especies de los géneros bacterianos Bacteroides y Fibrobacter y de los hongos
Orpinomyces y Piromyces (Coughlan y Mayer, 1992; Lynd et al., 2002; Rabinovich et al.,
2002). Por su parte, las enterobacterias patógenas Klebsiella pneumoniae y Citrobacter
freundii fueron incluidas por ser representativas de la producción de 1,3-PD a partir de
glicerol (Sun et al., 2003). Por último fue necesario incluir a las levaduras Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Zygosaccharomyces rouxii, considerando que son los
únicos microorganismos que pueden convertir el glicerol-P proveniente de la glucólisis
en glicerol (Biebl et al., 1999).

Como se mostró en los resultados, las subcategorías de MULTI-CLOST con mayor
número de enzimas condujeron a la obtención de una mayor cantidad de alinea-
mientos y secuencias conservadas. Se escogió ClustalW 1.83 como software de alinea-
miento con los parámetros establecidos por defecto por ser lo suficientemente bajos
para compensar la variación considerable entre los genes de cada familia enzimática
a través de diferentes especies (Thompson et al., 1994). La combinación de pará-
metros de alineamiento 65 - [15- 6,66] (PAP mínimo - [apertura- extensión de gaps])
en ClustalW fue aplicable a los grupos de genes que guardan una similitud conside-
rable a lo largo de toda su secuencia y con ella se obtuvieron 16 alineamientos, la
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mayor parte correspondientes a la categoría ‘Solventogénesis’. El PAP promedio en
estos alineamientos va de 66 a 94, y se conformaron por grupos de dos a cinco genes.
Por su parte, la combinación 50 - [15- 6,66] fue aplicable a grupos de genes con PAP
bajos pero que conservaban similitud significativa a través de toda la secuencia. Con
esta combinación de parámetros se construyeron 30 alineamientos, siendo la combi-
nación con mayor aplicabilidad para los genes analizados en este trabajo. Con ella se
obtuvieron los mayores alineamientos, que contienen hasta siete genes cada uno,
aunque los valores promedio de PAP descienden a un rango de 51 a 71,1. La com-
binación 50 - [11-1] constituyó la mejor opción en grupos cuyos genes comparten
solo ciertos dominios funcionales, como es el caso de la mayoría de las celulasas mul-
tidominio (Bayer et al., 1998). Con esta combinación se construyeron 11 alineamien-
tos con PAP promedio que van de 55,9 a 77. A partir de las regiones conservadas en
dichos alineamientos se diseñaron 94 sondas de oligonucleótidos. Uno de los prin-
cipales sustentos teóricos para la búsqueda de secuencias conservadas en los genes
estudiados es que en las especies correspondientes se han demostrado eventos de
transferencia horizontal, siendo este de hecho el origen de varios operones en el geno-
ma de C. acetobutylicum (Nölling et al., 2001). En este estudio se dedujo la transferencia
horizontal de la Endoglucanasa V de Erwinia chrysantemi a Cellulomonas uda, en donde
se identifica como Endoglucanasa I, a partir de sus semejanzas en cuanto a secuencia
nucleotídica, frecuencia de uso de codones y porcentaje de G+C. Sin embargo, los
genes provenientes de especies fúngicas y actinomicetos almacenados en MULTI-
CLOST formaron casi invariablemente alineamientos separados de aquellos en los cua-
les se concentraban genes de las clases Clostridia y Bacilli, aun con el uso de parámetros
de alineamiento poco restrictivos (datos no mostrados). Este resultado contrasta con
la hipótesis adelantada por García-Vallve et al. (2000), en la que se propone que los
genes de celulasas en hongos del rúmen fueron obtenidos mediante transferencia
horizontal a partir de bacterias del rúmen (hipótesis reforzada por la ausencia de in-
trones en dichos genes). La base de datos MULTI-CLOST y las sondas de oligonucleó-
tidos diseñadas son herramientas muy útiles para el mejoramiento futuro de las cepas
nativas de Clostridium sp. por ingeniería metabólica, puesto que permiten analizar
y comprender las rutas metabólicas implicadas en el consumo de sustratos de bajo
costo y en la producción de metabolitos de alto valor comercial en diferentes especies.
Con MULTI-CLOST se obtiene una visión amplia de las especies que representan cada
ruta metabólica, así como de las variaciones enzimáticas que existen entre ellas,
mientras que con las sondas de oligonucleótidos se puede analizar el perfil de expre-
sión de los genes implicados en cada ruta. La estrategia propuesta para el diseño
de oligonucleótidos guarda semejanza con la estrategia propuesta en la patente de
Graham y Wollweber (1990) para la detección de genes de α-Amilasa en diferentes
especies del género Bacillus, así como con la estrategia diseñada por Matveeva et al.
(2004) para el análisis de variantes del virus VIH-1 por ensayos de hibridación. Sin
embargo, la estrategia para el análisis de rutas metabólicas en las cepas colombianas
de Clostridium sp. muestra ventajas con respecto a la especificidad de detección y a la
cantidad de sondas obtenidas. En la estrategia patentada por Graham y Wollweber
(1990), por ejemplo, se recurre al uso de nucleótidos ambiguos o bien se escogen nu-
cleótidos arbitrarios en las posiciones sin consenso de los alineamientos múltiples,

Vol12-S2  1/25/08  7:46 PM  Page 70



Acta biol. Colomb., Vol. 12 S, 2007   71

arriesgando de esta forma la especificidad y capacidad de detección de las sondas
resultantes. Por otra parte la estrategia de Matveeva et al. (2004) es muy similar a la
de este artículo en cuanto a la selección de sondas a partir de los alineamientos múlti-
ples por parámetros de longitud, valores termodinámicos y formación de estructuras
secundarias o dímeros, pero su estructura automatizada y exhaustiva resulta poco
práctica para el diseño de un número limitado de sondas que cubran un amplio es-
pectro de genes. La estrategia utilizada en el presente estudio resultó eficaz para el
diseño de sondas dirigidas a regiones consenso de cada gen objetivo, con las cuales
se espera analizar en el futuro las rutas metabólicas de interés en las cepas colom-
bianas de Clostridium sp. y así mejorar eventualmente su rendimiento industrial.
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