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RESUMEN

Las cepas de Clostridium, productoras de solventes y &ci-
dos, han sido caracterizados empleando una amplia gama
de técnicas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares. Los
trabajos mas recientes han clasificado estos mi-
croorganismos en cuatro grupos y es de esperarse que mu-
chos de los microorganismos anaerobios solventogénicos
estén fuera de esta clasificacion. El presente trabajo estu-
Vo orientado a caracterizar molecularmente por 16S rARN
trece cepas silvestres de Clostridium seleccionadas por
su mayor capacidad para producir solventes con respecto
a la cepa patrén de Clostridium acetobutylicum ATCC824.
Se hizo la secuenciacion parcial del gen 16S rARN, sobre
su segmento final (aproximadamente 700 pb). Para anali-
zar las secuencias, se calculé p y se construy6 el
dendograma empleando neighbor-joining. Se pudo obser-
var que las cepas silvestres no pertenecen a ninguno de
los cuatro grupos de Clostridium solventogénicos sino que
estdn cercanamente relacionadas con Clostridium
butyricum.

Palabras clave: Clostridium spp, cepas nativas, cepas
productoras de solventes, 16S rARN, caracterizacion mo-
lecular.

SUMMARY

Solventogenic and acidogenic Clostridium has been
characterized by biochemical, physiological and molecu-
lar techniques. These microorganisms have been classified
into four groups but these may not necessarily be the only
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four exclusive groups; in fact, many of these microor-
ganisms might not belong to any of these selected groups.
The main goal was to classify 13 higher solvent- producing
Clostridia strains through molecular biology techniques;
strains were isolated by our Group. Sequence analysis was
calculated by p and the dendogram was constructed by
neighbor-joining. The results obtained strongly suggest
the idea of a high similarity between the 13 native strains
in the study and the fact that they had no relationship to
any of the 4 groups established by Keis et al (1995). It
was found that Clostridium butyricum strain is the most
related specie to the thirteen Colombian strains.

Key words: Clostridium spp., native strains, solvent
production, 16S rRNA, molecular characterization.

INTRODUCCION

La produccion biotecnologia de butanol, etanol y acetona
(ABE), fue desarrollada desde la primera guerra mundial,
pero se vio disminuida después de 1945 debido a la baja
disponibilidad de melaza de cafia de azlicar o de azUcar de
remolacha, empleadas como fuente de carbono. Actualmen-
te el butanol se sintetiza quimicamente a partir de deriva-
dos del petréleo como etileno, propileno o trietilaluminio,
entre otros (Jones y Keis, 1995).

La produccién del butanol por procesos fermentativos
podria nuevamente sustituir a la via quimica, siempre y cuan-
do se disponga de una cepa con altos rendimientos en pro-
duccién de solventes y con capacidad para degradar un
amplio rango de fuentes de carbono de bajo costo (como
residuos agroindustriales); esta caracteristica la poseen al-
gunos microorganismos, entre ellos, los Clostridium
solventogénicos (Bronnenmeiery Staudenbauer, 1993).

Durante muchos afios se han intentado clasificar los

Clostridium solventogénicos, mediante diferentes métodos
gue incluyen la caracterizacion de acidos grasos de mem-
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brana, la composicion de carbohidratos, las pruebas
bioquimicas vy fisiolégicas (Johnson y Chen, 1995). Hasta el
momento se han empleado técnicas de caracterizacion por
reasociacion de ADN genomico, hibridizacion vy
secuenciacion del gen 16S rARN, entre otras. Con estas
metodologias los Clostridium solventogénicos han sido cla
sificados en cuatro grupos, claramente distinguibles (Keis
et al., 1995; Johnson et al., 1997). En el presente trabaj6 se
realizé la caracterizacion molecular por 16S rARN de 13
cepas silvestres seleccionadas como las mayores produc-
toras de solventes, provenientes de un cepario desarrollado
previamente en el Instituto de Biotecnologia de la Uni-
versidad Nacional de Colombia (Montoya et al., 2000).

MATERIALES Y METODOS

Conservacion y mantenimiento de
microorganismos

Una alicuota de un cultivo de Clostridium spp crecido du-
rante 12 horas se plaque6 en cajas con agarT6 (Kashket y
Cao, 1993) y se incub6 a 37°C durante dos semanas. Las
esporas generadas se recogieron del centro oscuro de las
colonias y se activaron a 70°C por 10 minutos en viales que
contenian 3 ml de medio T6 estéril gaseado con COy; los
viales se incubaron durante 2 dias. Cada cultivo se exami-
nd microscépicamente para visualizar la uniformidad, ta-
mafio de células y esporas (Hippe et al., 1992). El cultivo se
centrifugd a 4.000 g durante 5 minutos; las células se
resuspendieron en 5 ml de solucién salina isoténica (0,9%
p/v) y se lavaron dos veces a 5.000 g durante 15 min. El
pellet se resuspendié en 5ml de una mezcla de igual volu-
men de leche 5% v/v y glicerol al 10%; a 500 ul de esta
mezcla se le afiadié 1 gramo de silica gel anhidra, esterili-
zada previamente a 180°C por3 h y pre-enfriada a 0°C por 5
min. Se secaron los tubos en un cristalizador con CaCOzy
silica gel por 10 dias.

Aislamiento del ADN

Esporas del microorganismo fueron activadas en las condi-
ciones descritas arriba. Dos mililitros del cultivo activado
fueron inoculados en 40 ml de RCM (Reinforced Clostridia
Medium, Merck), previamente gaseado con CO, y esterili-
zado; los viales se incubaron a 37°C hasta el final de la fase
exponencial de crecimiento y se colocaron en hielo durante
30 minutos. Las células se cosecharon por centrifugacion
durante 25 min a 4.000 g. ElI ADN fue extraido por lisis
enzimatica y quimica (Schwarz et al., 1988).

Amplificacién

Las condiciones para la amplificacién de ios fragmentos
fueron: un ciclo de 4 min a 94°C; 25 ciclos de 20 s a 94°C,
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20sa65°Cy 30sa72°C,y un ciclo de extension de 20 s a
94°C, 20 s 65°C y 7 min a 72°C. Cada 25 pl de reaccion
contenian: buffer 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 y KCI50 mM);
dNTP 0,18 mMy 0,3 uM de cada cebador Ay J (Keis et al.,
1995); MgCl, 1,5 mM; 1,25 U de Taq Polimerasa (Promega)
y100 ng del ADN gendmico Todas las reacciones de PCR
se llevaron acabo en un Hybaid Thermocycler. El producto
de PCR se carg6 en un gel de agarosa 1% en TBE 0,5X y
se corrié a 3 V/cm durante 2 horas en TBE 0,5X. Los pro-
ductos de POR se purificaron empleando el kit Concert Rapid
PCR (Gibco BRL). Las muestras fueron cuantificadas por
espectrofotometria a 260 nm.

Secuenciacion de los fragmentos de PCR

Para secuenciar los fragmentos de PCR se emple6 un
secuenciador automatico Perkin-Elmer 373. Se utilizaron los
cuatro cebadores para secuenciar, los dos de amplificacion
y los cebadores C y D, empleados por Keis et al. (1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio de cebadores y la amplificacion
parcial del gen

El objetivo fue seleccionar cebadores que pudieran ser
empleados para amplificar un fragmento del gen ribosomal
16S en estas cepas (Rainey y Stackebrand, 1992). Se ali-
nearon 9 secuencias (obtenidas del GenBank y el EMBL)
del gen 16S rARN de los 4 grupos de Clostridium
solventogénicos clasificados en trabajos anteriores (Keis et
al., 1995; Johnson et al., 1997). Estas secuencias pertene-
cen a los siguientes microorganismos: Clostridium
acetobutylicum ATCC 824, C. Saccharo-butyl-acetonicum-
liquefaciens P262, C.beijerinckii NCIMB 8052, C.beijerinckii
NCIMB 9362, C,beijerinckii DSM 791, C. butyricum NCIMB
8082, C. butyricum DSM 8478, C. butyricum ATCC 43755, y
C. saccharobutylacetonicum N1-4. Para los alineamientos
se empleo Dialign 2.0 (Morgenstern et al., 1996). Las regio-
nes conservadas se identificaron y en ellas se localizaron
algunos de los cebadores descritos en las referencias
(Kunhert et al., 1996; Keis et al., 1995; Lawson et al., 1993),
lo que permitié seleccionar los cebadores J y A para ampli-
ficar la regién correspondiente en el gen 16S rARN de E
coli (desde 774 hasta 1.495). Para secuenciar se escogie-
ron los cebadores C (1071-1087) y D (1075-1091). (Ver fi-
gural).

Cabe sefialar que los cebadores seleccionados para este
trabajo fueron tos empleados por Keis et al. (1995), modifi-
cando el extremo 3'OH terminal del cebador J para dismi-
nuir la temperatura de alineamiento y poderlo emplear en
lugar del cebador B, propuesto por los autores menciona-
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Figura 1. Disefio de cebadores para amplificacion y
secuenciacion.

dos, y de esta forma amplificar un segmento mas grande
del gen (ver figura 1).

Una vez que el ADN gendmico se cuantificé, se realizé
la amplificacién con las condiciones mencionadas, emplean-
do los cebadores Ay J, y se obtuvo un fragmento de aproxi-
madamente 700 pb, el cual fue secuenciado con los cuatro
cebadores, en todas las cepas silvestres y en dos cepas
patron, Clostridium beijerinckii DSM791 y C.acetobutylicum
DSM 792. En la tabla 1 se muestra el tamafio de los frag-
mentos secuenciados.

Tabla 1. Longitud de los productos de PCR
secuenciados en las cepas Clostridium
productoras de solventes
Cepas Numero de nucleétidos
secuenciados (pb) Observaciones

DSM 791 717 Referencia
DSM 792 720 Referencia
IBUN 13 A 704 Cepa nativa
IBUN 18 A 708 Cepa nativa
IBUN 18 Q 709 Cepa nativa
IBUN 18 S 686 Cepa nativa
IBUN 22 A 711 Cepa nativa
IBUN 62 B 699 Cepa nativa
IBUN 62 F 713 Cepa nativa
IBUN 64 A 672 Cepa nativa
IBUN 95 B 717 Cepa nativa
IBUN 125 C 713 Cepa nativa
IBUN 137 K 705 Cepa nativa
IBUN 140 B 708 Cepa nativa
IBUN 158 B 715 Cepa nativa

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias de cada cepa fueron corregidas con su
electrofluorograma, y comparadas con las secuencias re-
portadas en el GenBank para el gen 16S rARN de
Clostridium spp.

Los alineamientos se hicieron en el programa CLUSTAL
W (Thompson et a/., 1994) organizando todas las secuen-
cias desde una posicién conservada en el extremo 3'OH
(Secuencia CCCTGG) que forma parte del cebador A. Te-
niendo en cuenta que las cepas nativas deberian ser de la
misma especie segun las pruebas de caracterizacién que
se realizaron con anterioridad (Montoya et al., 2000), los
parametros de alineamiento para estas secuencias fueron
estrictos. El segundo grupo alineado fue el de las secuen-
cias de varias especies de Clostridium entre las que se en-
contraban: C, acetobutylicum ATCC 824, C. beijerinckii DSM
791, C.. saccharoperbutylacetonicum N 1-4, C. Saccharo-
butyl-acetonicum-liquefaciens NCP 262; estas cuatro cepas
pertenecen a cada uno de los grupos de Clostridium
solventogénicos (Keis et a/., 1995; Johnson, 1997). Tam-
bién se incluyeron en este grupo las secuencias de tres
cepas de C. butyricum (NCIMB 8082, DSM 2478 y ATCC
43755) porque al hacer una comparacion empleando BLAST,
entre las secuencias reportadas en el GenBank se observo
que las secuencias de 16S rARN de las cepas nativas coin-
cidian en un 99% con las de 16S rARN de Clostridium
butyricum, almacenadas en esta base de datos. Teniendo
en cuenta esta observacion se incluyeron las secuencias
de tres especies relacionadas con C. butyricum. la de C.
tyrobutyricum, con el cual se encuentra asociado en conta-
minacién de alimentos y suelos, la de C. Kluiveri, que fer-
menta etanol, produce hidrégeno y butirato a partir de
acetato al igual que algunas de las cepas nativas, y la de C.
kainantoi que ha sido clasificada en el mismo grupo de C.
butyricum con algunos marcadores moleculares.

También se utilizé6 un grupo externo relacionado con
Clostridium como parametro para determinar si el método
usado permite diferenciar los géneros. En este grupo se
incluyeron las secuencias de cuatro especies de Bacillus:
B. macerans (hidroliza almidén y produce gas); B. coagulans
(anaerobio facultativo, esporoformador y productor de &ci-
do lactico); B. stearothermophylus (se ha encontrado junto
con Clostridium en muestras de suelo) y por Gltimo B.
polymixa (anaerobio productor de gas y acido en medios
con glucosa) (Hippe et al., 1992).

La matriz de distancias se generé calculando la propor-
cion de nucledtidos diferentes (p) entre pares de secuen-
cias, y el dendograma se construyé empleando como es-
trategia de agrupamiento el algoritmo de Neighbor joining
(Nei, 1987). Se utiliz6 este algoritmo para comparar los re-
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Figura 2. Dendograma de cepas nativas de Clostridium
construido con Neighborjoing utilizando la distancia p.

sultados con los de la literatura (Keis, et al., 1995; Johnson
et al., 1997). El dendograma obtenido fue sometido a la prue-
ba de Felsenstein's Bootstrap donde los valores de los nodos
estaban entre el 60 y el 100% (ver figura 2).

En este dendograma se observa que las cepas nativas
estan en el mismo grupo de las cepas de C. butyricum
NCIMB 8082, DSM 2478 y cerca de la cepa ATCC 43755.
Las cepas de C. acetobutyulicum DSM 792 y ATCC 824 se
encuentran en un grupo aparte y mas alejado. También se

observa que las cepas de C. saccharoperbutylacetonicum
NI-4, C. Saccharo-butyl-acetonicum-liquefaciens NCP 262
y C. beijerinckii DSM 791, forman un grupo aparte. La agru-
pacioén de las cepas patrén coincide con los resultados que
reportd Keis (1995). Las cepas de C. tyrobutyricum y C.
kluiveri forman un grupo alejado que se desprende del mis-
mo nodo del que se desprenden todos los grupos de las
especies anteriores. El C. kainantoi se encuentra en el mis-
mo grupo de las cepas de C. butyricum, esto indica que con
la secuencia parcial de 16S rARN no es posible diferenciar
entre estas dos especies y es necesario buscar otro mar-
cador molecular.

Es importante sefalar que la cepa 64 A es la primera en
separarse del grupo principal de cepas nativas, comporta-
miento que se ha evidenciado con otros marcadores fisiol6-
gicos como la produccién de solventes (Montoya et al.,
2000).

CONCLUSIONES

La secuencia parcial del gen 16S rARN permitié diferenciar
las cepas nativas de otros Clostridium solventogénicos y
acidogénicos. Las cepas nativas estan relacionadas
cercanamente con cepas de Clostridium butirycum y
C.kainantoi.
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