Caracterizacion de cepas nativas
colombianas de clostridios solventogénicos
por perfiles de plasmidos

Catalina Arévalo*
Adriana Arrieta**
Greicy Aguilera**
Fabio Aristizdbal**!
Dolly Montoya*!

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar molecularmente trece cepas nativas de Clos-
tridium solventogénicos aislados en suelos colombianos, con el propésito de establecer
diferencias a través de sus perfiles plasmidicos. Se estandarizaron las condiciones para la
extraccién de pldsmidos en estos microorganismos anaerébicos y las condiciones para la
digestién con enzimas de restriccién. Todas las cepas nativas alojaron al menos un plds-
mido que migra entre 20 y 34 kpb y 7 de ellas poseen un plasmido més, que migra entre
11y 14 kpb. Los perfiles plasmidicos obtenidos con las enzimas empleadas fueron muy
homogéneos y no permitieron diferenciar las cepas, lo cual muestra que estos marcado-
res moleculares no tienen poder discriminatorio para el estudio de los Clostridios.
Palabras clave: Plimidos — Clostridios solventogénicos — Perfiles plasmidicos — Restric-
cién.

Summary

The objective of this work was the molecular characterisation of thirteen native Clostri-
dium strains isolated from Colombian soils, with the purpose to establish differences
between theirs plasmid profiles. A total plasmid extraction protocol was standardised
for these anaerobic microorganisms during molecular characterisation and the condi-
tions for endonucleases digestion also were standardised. A plasmid (molecular size bet-
ween 20 and 34 kbp) was found in all of them. 7 possessed an extra plasmid ranging in
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size between 11 and 14 kbp. The plasmids profiles obtained with the endonucleases
were very homogeneous and did not allow the differentiation between the strains.

Key words: Plasmids — solventogenic Clostridium — plasmid profiles — restriction.

Introduccion

Los clostridios presentan un gran potencial
biotecnoldgico para la produccién de 4cidos y
solventes orgdnicos al igual que enzimas. Las
condiciones anaerébicas de crecimiento, los
largos tiempos de fermentacién y bajos rendi-
mientos de productos son desventajas que po-
drfan ser superadas generando cepas con
caracteristicas deseadas por manipulacién ge-
nética. Para este propésito los plasmidos de las
cepas nativas representan una alternativa, para
ser usados como vehiculos de clonacién (1).
Por otro lado las técnicas de biologfa molecu-
lar se han constituido como herramientas
validas para la caracterizacién de micro-organis-
mos con potencia] biotecnologico, que permiten
identificarlos y diferenciarlos, mediante la gene-
racién de series de datos particulares y acordes
con los principios que rige cada una de técnicas.
Sin embargo cada técnica debe ser evaluada para
determinar qué poder discriminatorio puede te-
ner frente a cada modelo, buscando obtener un
nimero importante de datos con poder discri-
minante, los cuales una vez reunidos constituyen
criterios de clasificacién y caracterizacién (2, 3).

El grupo de investigacién en caracterizacién
molecular y valoracién de la biodiversidad del
Instituto de Biotecnologfa de la Universidad Na-
cional de Colombia, ha desarrollado numerosos
proyectos inicialmente enfocados a la optimiza-
cién del proceso de obtencién de productos de
interés industrial, como los solventes, mediante el
uso de cepas nativas de Clostridios. Asi aunque
inicialmente se realizaron trabajos desde el punto
de vista de bioprocesos y desarroll6 de diferentes
esquemas de fermentacién, que emplearon cepas
de referencia internacional; posteriormente se
aislaron Clostridios solventogénicos de muestras
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de suelos colombiano. Trece de ellas produjeron
mayor concentracién de solventes totales que la
cepa de referencia Clostridium acetobutylicum ATCC
824. Estas cepas fueron evaluadas por su capaci-
dad para degradar polimeros de celulosa, presen-
tando algunas de ellas alta actividad degradadora
de sustratos de origen natural (4). Las 13 cepas
nativas han sido caracterizadas por 16s ARN y
electroforesis de campo pulsado (5). Los resulta-
dos sugieren que las cepas nativas son un grupo
muy homogéneo y estrechamente relacionado
con Clostridium butyricum. En el presente trabajo se
complementa la informacién existente a nivel mo-
lecular de estas cepas, mediante la estandarizacién
de una metodologfa de extraccién de material ge-
nético extracromosomal mediante un proceso
modificado de lisis alcalina, que permiti6 extraer
los plésmidos de las cepas nativas de Clostridium sp.
Con esta técnica fue posible observar los pldsmi-
dos en trece cepas nativas y tres cepas patron, que
mostraron dos tipos de perfiles plasmidicos. La
digestién con enzimas de restriccién mostré per-
files altamente similares para once de las dieciséis

cepas (6).

Parte experimental

Microorganismos: Se utilizaron las cepas nati-
vas colombianas de Clostridium: IBUN 125C,
IBUN 158B, IBUN 137K, IBUN 22A, IBUN
13A, IBUN 64A, IBUN 62F, IBUN 140B, IBUN
62B, IBUN 18A, IBUN 18Q, IBUN 18S e [BUN
95B, y las cepas patrén de Clostridium acetobutyli-
cum ATCC 824 y DSM 1732 y la cepa patrén de
Clostridium butyricum DSM 2478, las cuales se
conservan en el cepario del Instituto de Biotec-
nologfa de la Universidad Nacional de
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Colombia. Se utiliz6 la cepa S. epidermidis 850
M95 como control interno de la metodologia
empleada y los pldsmidos de la cepa E. coli V
517 como marcadores de peso molecular.

Condiciones de crecimiento y conservacion:
Las cepas de Clostridium fueron crecidas y con-
servadas en las mismas condiciones descritas
previamente por Montoya y col. (5). Los prei-
néculos se prepararon inoculando 1 ml de la
suspension de células vegetativas en viales de 20
ml con 15 ml de RCM (Reinforced Clostridium
Medium Merck®); los viales fueron incubados
durante toda la noche a 37°C, para alcanzar una
densidad éptica (D.O.) superiora 1. La D.O. de
los cultivos fue determinada empleando un es-
pectrofotémetro Spectronic 20 “Genesys TM”
a 680 nm. 3 ml de este cultivo fueron inocula-
dos en 40 mL de medio RCM e incubados a
37°C hasta D.O entre 0.3-0.4.

E. coli fue crecida a partir del cultivo con-
servado en placa en medio LB (Luria Bertani)
durante 5 horas a 37°C con agitacién constante
(7). S. epidermidis fue cultivado en medio BHI
(Infusién cerebro corazén) complementado
con sacarosa al 15% vy glicina al 2%, durante
toda la noche a 37°C, con agitacién constante.

Cinéticas de crecimiento: La cinética de
crecimiento para cada una de las cepas, fue rea-
lizada tomando muestras de 1 mL del cultivo a
intervalos de una hora, hasta D.O superior a
0.3, y cada media hora hasta que el cultivo al-
canz6 la fase estacionaria. El procedimiento fue
realizado por triplicado en dias diferentes,
manteniendo siempre las mismas condiciones.
Con los datos de densidad éptica y tiempo de
toma de muestra correspondientes se obtuvie-
ron las curvas de crecimiento de cada cepa (Da-
tos no mostrados).

Recuento celular: Se seleccionaron tres ce-
pas (Clostridium IBUN 224, Clostridium IBUN
140By C. butyricum 2478) representativas de las
morfologias y cinéticas de crecimiento de todo
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el grupo. Se escogieron tres tiempos basiandose
en las cinéticas de crecimiento para la toma de
muestra, los que correspondian a densidades
6pticas en el inicio, mitad y final de la fase expo-
nencial de crecimiento. Para cada muestra de 2
mL se adicionaron 100 L de formaldehido al
40% V/V. Para tres diluciones diferentes de
cada muestra se determiné el numero de células
en camara de Neubauer.

Extraccion del ADN plasmidico: Partiendo
de dos métodos de extraccién (8, 9) se pudo es-
tablecer el siguiente protocolo. Las cepas fue-
ron cultivadas en un volumen de 40 mL, hasta
una D.O. de 0.47. Los cultivos se enfriaron a
0°C durante 20 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron a 4500 r.p.m. a 4°C durante 15
min, se descartaron los sobrenadantes y se lava-
ron 3 veces con 1 mL de buffer TES (Tris 25
mM, EDTA 10 mM, sacarosa 15%) preenfria-
do. Las células se resuspendieron en ImL de
buffer TES, se adicioné lisozima en una con-
centracion final de 3 mg/mL y se incubaron a
37°C durante una hora. Se adicionaron 400 L
de SDS-alcalino (dodecilsulfato de sodio 1%,
NaOH 0.2N), después de mezclar bien, las
muestras se colocaron a 0°C durante 15 min.
Se adicionaron 300 L de solucién de acetato
(60 mL de acetato de potasio 5 M, 11.5 mL de
dcido acético y agua c.s.p. 100 mL, pH 5.5), las
muestras se incubaron a 0°C durante 10 min.
Se recuperd el sobrenadante por centrifugacién
a 11.000 rpm, a 4°C durante 15 min. Poste-
riormente se adicioné un volumen de fenol:
cloroformo (1:1), se agité hasta formar una
emulsién. Nuevamente se centrifugé a 11000
rp.m. a 4°C durante 5 min., recuperando la
fase acuosa, se repitié este procedimiento dos
veces mds. Para eliminar los restos de proteinas
y fenol, la fase acuosa fue transferida a otro tubo
donde se traté tres veces con un volumen de
cloroformo, seguido de centrifugacién a 11000
rpm a 4°C durante 5 min. El sobrenadante de la
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segunda centrifugacién se incub6 a 45°C du-
rante 20 min., para eliminar los restos de cloro-
formo. Pasado este tiempo, se le adicioné el
equivalente a dos voldmenes de etanol absoluto,
y se dejé precipitar a— 20°C durante toda la no-
che. Al dfa siguiente se recuperé el ADN por
centrifugacién a 11000 rpm, 4°C durante 15
min y se descarté el sobrenadante. EI ADN re-
cuperado se lavé tres veces con etanol al 70%
manipulando suavemente y se dejé secara 37°C
durante 3 horas. Finalmente, se resuspendié en
15 L de H,0 destilada desionizada estéril.

Los plasmidos fueron observados en geles
de agarosa de concentracién 0.8 % de 25 x 18
cm y un espesor aproximado de 0.6 ¢cm, corri-
dosa 1.7 V/cm en 1800 mL de buffer TBE 0.5X
(7), en una cdmara de electroforsis Bio-Rad Sub-
cell GT Basic, durante 11 horas.

Digestion del ADN con enzimas de restric-
cion: El ADN obtenido fue cuantificado por
comparacién con patrones de concentracién
conocida de fago lambda en geles de agarosa.
Para evaluar los perfiles de restriccién de los
pldsmidos, se utilizaron las enzimas Hind 11,
Sau 3AI, Eco 521, y Eco RV con los respectivos
buffer provistos por la casa comercial (Prome-
ga®). Las reacciones se realizaron en un volu-
men final de 20 UL compuestos de 5 pL de
ADN (aproximadamente 6 pg de ADN total),
10 unidades de enzima, 2 1L de buffer de la en-
zima, 0.2 pL de albimina de suero bovino y
agua destilada desionizada estéril c.s.p 20 pL.
La mezcla de reaccién fue incubada toda la no-
che a 37°C. Los fragmentos de restriccién fue-
ron observados en geles de agarosa de
concentracién 0.8 % de 12 x 8 cm, corridos en
una camara de electroforésis Bio-Rad Subcell
wide mini, durante 5 horas a un voltaje de 2.5
V/cm en buffer TBE 0.5X.

Simultineamente se digirieron muestras
de ADN cromosomal y ADN plasmidico recu-
perado por el protocolo descrito por Arévalo
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(10) y Arias (11), buscando diferenciar las ban-
das correspondientes exclusivamente al ADN
plasmidico.

Resultados y discusion

Varios factores dificultan la obtencién eficiente
de pldsmidos. En primer lugar la alta actividad
DNAsa descrita en el género Clostridium, cuya
produccién se incrementa a finales de la fase
exponencial y durante toda la fase estacionaria
(8,9, 12, 13 y 14); en segundo lugar la baja
concentracién celular debido a su metabolismo
anaerdbico y finalmente la produccién de exo-
polisacarido hace mas dificil el rompimiento
celular como se ha descrito para otros microor-
ganismos (15). Teniendo en cuenta que muy
posiblemente en la mitad de la fase exponencial
de crecimiento al encontrarse précticamente
todas las células en proceso continuo de divi-
sién, tanto las nucleasas como los polisacaridos
se producirfan en baja escala y por tanto su in-
terferencia fuera menor, fue necesario estable-
cer para cada cepa la cinética de crecimiento y
de ella determinar el tiempo en el cual se alcan-
zaba la mitad de la fase exponencial de
crecimiento.

Para la elaboracién de las cinéticas de cre-
cimiento, inicialmente se ensayaron perfodos
de media hora para la toma de muestras, se ob-
servé lisis celular probablemente debido a la
presencia de oxigeno y la alteracién de las rutas
metabdlicas generadoras de energfa, puesto que
se puede inactivar la hidrogenasa. Estas obser -
vaciones llevaron a establecer tiempos de toma
de muestras de una hora en la etapa inicial de
crecimiento y de media hora cuando los valores
de densidad 6ptica se acercaban a 0.3. En estas
condiciones se determinaron las curvas de cre-
cimiento para las 13 cepas en estudio, realizan-
do curvas de niimero de células contra densidad
éptica, para determinar la concentracién
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celular a Jos diferentes tiempos de muestreo, y
mediante curvas de concentracién celular ver-
sus tiempo, para determinar los parémetros que
describen las cinéticas de crecimiento para cada
aislamiento (Tabla 1). Los datos generados per-
mitieron establecer que las cepas crecian a dife-
rentes velocidades, pero en todos los casos se
podia considerar que alcanzaban aproximada-
mente la mitad de la fase exponencial de creci-
miento cuando los cultivos mostraban una
densidad éptica de aproximadamente 0.47. Te-
niendo en cuenta este hecho se uso este valor
para calcular los tiempos de cultivo en que se
deberian realizar las extracciones de pldsmidos,
para cada una de las cepas (Tabla 1). Igualmente

las gréficas generadas mediante los recuentos
celulares, permitieron determinar la concentra-
cién celular por interpolacién en las gréﬁchs de
determinacién de biomasa por Densidad Opti-
ca. Se calcularon la velocidad especifica de cre-
cimiento (W) y el tiempo de duplicacién (ty) de
todas las cepas nativas (Tabla 1).

Recuentos celulares: Para la planeacién de
los experimentos se calcul6 teéricamente el na-
mero de células necesarias para detectar los
pldsmidos y el volumen de medio de cultivo que
deberfa emplearse. Para ello, dada la similitud
de esta especie con las cepas nativas obtenida
por los andlisis de 16s rARN descritas por Mon-
toya y colaboradores (6), se tomé como

Tabla 1. Pardmetros caracteristicos de crecimiento para las diferentes cepas en ensayo.

I Velocidad especifica de crecimiento
2 Tiempo de duplicacién
3 Tiempo de cultivo calculado
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CEPA U (min-')! Td? l Ttc (min)?

C. Butyricum DSM 2478 1.65 x 102 42 min. 180

C. Acetobutylicum DSM 1732 6.01 x 103 1 h 55 min 204 .
C. Acetobutylicum ATCC 824 2.96 x 103 3 h 54 min 215
[BUN 125C 6.16x 103 1 h 54 min 210

IBUN 185 595x10° | 1h 56 min 240 |

IBUN 13A | 695x10° | 1h40min 210 |
 IBUNISA u___mﬂz_wi] 1 h 43 min 240
. _IBUN62F ~7064x 10 | 1h31 min 240
IBUN 137K 6.43 x 103 1 h 48 min 240

| IBUN 64A 7.10 x 103 1 h 38 min 335 ]
IBUN 140B 7.63 x 10 1 h 31 min 240
IBUN 158B L 7.43x 103 1 h 33 min 240

’_n IBUN 18Q 3.69 x 107 3h8min | 210

IBUN 95B | 5.25x107 2h 12min | 210
IBUN 22A | 4.04x10° | 2h52 min 180
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referencia el plismido més pequefio presente
en Clostridium butyricum (9). Con el tamafic mo-
lecular reportado para el plasmido (3.9 Mega
Daltons-MDa) se calculé el nimero de células
necesarias para obtener una cantidad suficiente
de ADN plasmidico que pudiera ser claramente
observado en geles de agarosa y posteriormente
digerido (20 ng). Para ello fue necesario asumir
que cada célula posefa una sola copia del mismo
y que el rendim'iento de la extraccién serfa del
100 %. Dicha determinaci6n definié que se ne-
cesitaban al menos 3.2 x 10° células para poder
aislar y detectar un pldsmidos con las caracteris-
ticas supuestas. Las tres cepas nativas seleccio-
nadas (Tabla 2) mostraron comportamientos
anélogos en los recuentos celulares, por ello se
emplearon indistintamente para la cuantifica-
cién celular de todas las cepas nativas, esto se
pudo corroborar al observar que dicha aproxi-
macién permitié establecer las curvas de creci-
miento para todas ellas. La cantidad ideal de
cultivo necesaria para realizar el proceso de ex-
traccién del DNA plasmidico deberfa ser de 30
mL. Sin embargo experimentalmente al em-
plear este volumen no fue posible visualizar

Tabla 2. Recuentos celulares.

plasmidos en ninguna de las cepas estudiadas.
Se ensayaron volimenes de 40 y 150 mL de cul-
tivo, obteniendo buenos resultados con el pri-
mero, mientras que para el segundo caso, que
implicaba el uso de mayores volimenes de reac-
tivos, el DNA extraido mostraba altos niveles de
contaminacién, debido posiblemente a la inefi-
ciente lisis celular, o a que el proceso de limpie-
za resultaba insuficiente bajo las condiciones de
trabajo. El hecho de que se requiriera emplear
40 mL de cultivo y no 30 mL como se habia cal-
culado inicialmente, puede ser debido a que el
proceso de extraccién no tiene una eficiencia
del 100%, siendo posible que parte del material
plasmidico se pudiera estar degradando. Es im-
portante recalcar que los resultados obtenidos
permiten afirmar que los célculos tedricos re-
sultaron ser una buena estrategia para predecir
los rangos de volumen y concentracién de las
células en los cultivos, necesarios para detectar
los plasmidos.

Aunque son numerosos los protocolos que
han sido usados para la extraccién de ADN
plasmidico en Clostridios del grupo de los solven-
togénicos, los que se tomaron como base

| Ln (ntimero de células)
Densidad Optica | g tricum DSM 2478 IBUN 140B IBUN 22¢
0.19 18.24 17.34 17.68
0.24 18.21 17.62 17.76
1 0.38 18.81 o 17.80 18.01
0.47 (a) 18.90 (a) ! 18.34 (a) 18.16 (a)
0.75 -~ 19.22 18.63 18.62
0.89 19.25 18.75 18.86

(a) Se indican los puntos aproximadamente equivalentes a la mitad de la fase exponencial de crecimiento.
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fueron los propuestos por Mahony y colabora-
dores (8) y Minton y Morris (9) quienes partie-
ron de volimenes pequefios de cultivo,
realizaron tratamientos con lisozima y posterior
purificacién del ADN con fenol/cloroformo,
cloroformo o por tratamiento térmico. Dife-
rentes ensayos permitieron estandarizar una
metodologfa con la cual se obtiene un ADN de
muy buena calidad aunque no se logra eliminar
eficientemente el ADN genémico, lo cual po-
dria estar relacionado con su nivel de estabili-
dad quimica que tiene que ver con el estado de
funcionalizacién (metilacién y acetilacién) que
parecen ser frecuentes en esto microorganis—
mos. Los ensayos realizados simplemente esca-
laron la utilizacién de lisozima, pero se emplea
s6lo un lavado con fenol/cloroformo, comple-
mentado con varios tratamientos con sélo clo-
roformo, evitando la degradacién del ADN
aislado.

Los 8 pldsmidos de la cepa E. coli V517, cu-
yos tamanfos en pb son conocidos, fueron utili-
zados como marcadores de peso molecular y
aislados para este trabajo con el mismo proto-
colo empleado para aislar plismidos de las ce-
pas de Clostridium (8). Como control positivo de
la metodologfa se utiliz6 S. epidermidis 850 M
95, cuyo nimero de pldsmidos ya es conocido y
reproducible dentro de trabajos anteriores del
laboratorio de Epidemiologia Molecular del
Instituto de Biotecnologfa de la Universidad
Nacional de Colombia (16).

La presencia de los pldsmidos en Clostri-
dios ha sido estudiada, encontrdndose en Clos-
tridium acetobutylicum un megaplasmido (pSOLI)
con caracteristicas funcionales, cuyo tamafio es
de 210 kpb. Este megapldsmido porta genes ne-
cesarios para la produccién de butanol y etanol
(14). Otro megaplasmido se encontré en Clos-
tridium butyricam ATCC 43181 y ATCC 43755,
los cuales contienen el gen que codifica para la
toxina botulinica de tipo E, cuyo tamafio es de
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mas 100 kpb (17). Sin embargo, los
megapldsmidos no pueden ser resueltos con la
metodologfa electroforética empleada, siendo
probable que no hubieran logrado entrar en el
gel y quedaran en los pozos; para poderlos vi-
sualizar se requieren realizar electroforesis en
gel por campo pulsado (PFGE). Todo parece
indicar que los megapldsmidos en Clostridios
portan genes funcionales, mientras que para los
pldsmidos pequefios atn no se conocen funcio-
nes especificas siendo considerados como crip-
ticos, lo cual se corrobora en estudios previos
(9), en los cuales se analizaron pldsmidos en di-
ferentes Clostridios y se encontraron plasmidos
cuyo rango de tamafio oscila entre 1.5y 76 kb,
que sélo presentan resistencia a penicilina y
otros antibiéticos. En este rango de tamafio se
hallan los pldsmidos detectados en las cepas na-
tivas de Clostridios.

Todas las cepas mostraron una banda de
ADN plasmidico pesada que migra por encima
del ADN cromosomal y algunas de ellas tenfa un
segundo tipo de banda mds liviana (Figura 1A).
Los valores aproximados en pares de bases (pb)
fueron calculados de manera automdtica, ha-
ciendo uso del programa Quantity One (BioRad
Laboratories. 2000 Alfred Nobel Drive. Hecu-
les. Ca 94547. The Discovery series TM.) me-
diante interpolacién que este hace con
referencia a los pesos moleculares de los plas-
midos de E. coli V 517 y su frente de corrido.

Basdndose en la presencia de los plasmidos
y la similitud de sus tamafios, es posible clasifi-
car las trece cepas nativas en dos grupos: Un
primer grupo conformado por las cepas IBUN
13A, IBUN 95B, IBUN 18S, IBUN 22A, IBUN
140B e IBUN 62B, las cuales poseen tan solo un
pldsmido, cuyo tamano promedio es de 32.5
kpb. El segundo grupo que posee un plasmido
mds, a su vez se subdivide en dos: las cepas
IBUN 64A, IBUN 62F, IBUN 125C, y la IBUN
158B, que contiene dos pldsmidos, uno de
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Figura 1. Algunos de los perfiles electroforéticos obtenidos en geles de agarosa al 0.8%. Para cada carril se emplearon (A) (B) ADNs
plasmidicos integros o (B) ADNs totales o plasmidicos sin digerir o digeridos con la enzima con Eco RV. Las bandas de los marcadores
moleculares se muestran con flechas a la izquierda de cada foto, y a la derecha se resaltan algunos resultados. En los carriles aparecen las
muestras de las cepas: (A) L., 10.y 15. diferentes concentraciones del control S. Epidemidis 850 M95; 16. E coli V517; 2. cepa patrén de
C. Acetrobutylicum ATCC 824 y las cepas nativas: 4. IBUN 18S; 5. IBUN 62B; 6. [BUN 22A; 7. IBUN 18S; 8. y 9. IBUN 13A; 13. IBUN
22A; 17. IBUN 95B respectivamente.

(B) 1., 8.y 13.- Marcador de peso Lambda con Hind II1. La cepa IBUN 22A carriles: 2.y 4. ADN cromosomal sin digerir y digerido; 3. y
5. ADN plasmidico sin digerir y digerido. La cepa IBUN 137K carriles: 6.y 7. ADN plasmidico sin digerir y digerido. La cepa IBUN 62B

en los carriles 9.y 10. ADN cromosomal sin digerir y digerido; 11.y 12. ADN plasmidico sin digerir y digerido.

tamafios entre 33.1y 13.7 kpb y las cepas nati-
vas IBUN 18A, IBUN 18Q e IBUN 137K cuyos
plasmidos tienen tamafios estimado de 28.9 y
11.5 kpb.

Ensayos aislados permitieron establecer
que varios de los pldsmidos presentes en las ce-
pas usadas durante la estandarizacién de los en-
sayos (IBUN 22A, IBUN 140B y C. butyricum
2478) no podian ser detectados una vez se ha-
bfan realizado més de cinco pases consecutivos
en el medio enriquecido para Clostridium, lo que
puede indicar que muy posiblemente deben
existir factores de presién externos necesarios
para que el microorganismo conserve los plds-
midos y no los elimine durante la proliferacién.

Los perfiles de restriccién de plasmidos to-
tales se realizaron con varias enzimas; al digerir
el ADN cromosomal y ADN plasmidico con la
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enzima Hind I1I, se observé que los dos patro-
nes de bandeo eran exactamente iguales (datos
no mostrados), lo cual indica que las numerosas
bandas generadas por el corte del ADN cromo-
somal, muy posiblemente porque las enzimas
usadas resultan ser de corte frecuente, sobrela-
pan las generadas en la digestién del material
plasmidico (19). Los ensayos realizados con la
enzima Sau3AI mostraron que en ambas mues-
tras la frecuencia de corte era alta generando
bandas de tamafios inferiores a 400 pb, las cua-
les no fueron resueltas en los geles bajo las con-
diciones de corrida establecidas. La enzima
Eco521 no digirié ni la muestra de ADN cromo-
somal ni la de ADN pldsmidico, por lo tanto se
descart6 su uso para el andlisis de restriccién de
las otras cepas.
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La enzima Eco RV fue la escogida para eva-
luar los perfiles plasmidicos de todas las cepas
debido a que con ella se generan al menos dos
bandas perfectamente definidas en las muestras
de ADN plasmidico (Figura 1B). Un tnico pa-
trén de bandeo fue visualizado para la mayorfa
de las cepas, lo que podria indicar que las ban-
das estdn relacionadas con el pldsmido de ma-
yor tamafio presente en todas las cepas, o que el
plasmido pequefio y el grande tienen segmentos
de tamafios muy cercanos flanqueados por la
secuencia de corte para Eco RV. Las bandas ge-
neradas poseen tamarios promedio de 8.9y 3.4
kpb., pero en dos de las cepas nativas IBUN 18A
e IBUN 158B sélo se detecto la banda de mayor
tamaiio.

Las condiciones para la extraccién de plas-
midos y para realizar los perfiles plasmidicos en
estos microorganismos anaerébicos fueron es-
tablecidas. Se determiné que muchas de las en-
zimas de restriccién que muestran alta
frecuencias de corte, no permiten diferenciar
los dos tipos de ADN, al generar fragmentos pe-
quenos que no se resuelven con las condiciones
establecidas. Por otro lado la utilizacién de al-
gunas enzimas de restriccién de corte poco fre-
cuente podria permitir generar datos con
mayor poder de descriptivo, como parecié que
podria suceder con Eco RV. Sin embargo, para
las cepas estudiadas el nimero de bandas gene-
raci6n fue pobre, no permitiendo establecer di-
ferencias importantes. Podrfa ser 1til el buscar
otras enzimas que cortando muy pocas veces en
el ADN genémico, generen un mayor niimero
de bandas al cortar los ADNs plasmidicos.
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