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RESUMEN

El Laboratorio de Biologia del IAPH, en colaboracién con el Departamento
de Bioquimica Vegetal y Biologia Molecular de la Universidad de Sevilla y
el Instituto de Bioguimica Vegetal y Fotosintesis del CSIC, ha comenzado
a aplicar técnicas de biologia molecular para el estudio del biodeterioro
causado por microorganismos sobre el patrimonio histérico.

El objetivo fundamental es identificar aquellos microorganismos que pudieran
estar afectando a los bienes culturales, y especialmente, aquellos que por
sus caracteristicas intrinsecas no pueden ser facilmente detectados e
identificados mediante métodos tradicionales de microbiologia, basados en
técnicas de aislamiento y cultivo en laboratorio. La deteccion e identificacion
de los microorganismos involucrados en los procesos de biodeterioro de los
bienes culturales es el primer paso necesario para su conservacion.

En este trabajo se describen las diferentes técnicas empleadasy se presentan
dos ejemplos en los que se han aplicado. Hasta el momento, los resultados
han sido satisfactorios. No obstante, dada la gran diversidad microbiana
presente en muestras naturales, a menudo se obtiene una mezcla de ADN
procedente de diferentes microorganismos, dando lugar a una superposicion
de secuencias que imposibilita la identificacion. En este caso, se contemplan
técnicas de clonacion de los fragmentos de ADN obtenidos por la técnica
de PCR, asi como el uso de marcadores moleculares mas especificos para
conseguir una mayor definicién taxonémica.
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Pudricion en la madera soporte de una de las pinturas de la Sala de los Reyes de'la Alhambra de Granada | foto Fondo Gréfico IAPH (Victor lvienguiano Chaparro)
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INTRODUCCION

Los proyectos de investigacion en ciencias del patrimonio aplicadas para la
conservacion de los bienes culturales van dirigidos a conocer la estructura y
composicién de la materia, a estudiar y diagnosticar los factores y mecanis-
mos de alteracidn, concretamente los biolégicos y, conocidos estos datos, a
evaluar los distintos tratamientos de conservacion.

El patrimonio cultural, como consecuencia de las condiciones medioambien-
tales que lo rodean, estd expuesto a sufrir alteraciones producidas por la
accion de los factores fisicos, quimicos y biolégicos. Estos factores biolégi-
COs que se encuentran interaccionando con los materiales que constituyen
las obras son el objeto de los estudios de biodeterioro.

Los organismos y microorganismos presentes en los bienes culturales gene-
ran procesos fisicos y quimicos sobre los materiales que colonizan como
consecuencia de su crecimiento y de sus reacciones metabdlicas. Los estu-
dios de este deterioro de origen biolégico se basan tanto en la identificacion
y diagndstico como en los posibles tratamientos para combatirlo.

Para el estudio de los microorganismos, los métodos tradicionales de micro-
biologia proporcionan una informacién muy til pero también muy limitada
sobre los agentes microbianos que se desarrollan sobre las superficies en
estudio, por lo que se ha hecho necesario recurrir a las técnicas de biologia
molecular que aportan una informacion mas completa. La deteccién e iden-
tificacion de los distintos microorganismos involucrados en estos procesos
son importantes, por un lado, para verificar su presencia y, por otro lado,
para evaluar sus funciones y su efecto sobre los diversos materiales.

La utilizacion de métodos microbioldgicos tradicionales, basados en técnicas
de cultivo en laboratorio y aislamiento en cultivos puros, permite estudiar el
papel de ese microrganismo en los procesos de biodeterioro. Sin embargo,
estos métodos presentan la desventaja de que sélo una pequefia parte de
los microorganismos presentes en la comunidad son susceptibles de ser cul-
tivados, por lo que la aplicacién de métodos moleculares, especialmente la
amplificacion y andlisis de regiones concretas del genoma, permiten el estu-
dio de las poblaciones microbianas no cultivables. La combinacion de las
técnicas de biologia molecular y las de microbiologia tradicional persigue un
mismo objetivo: facilitar el estudio de las comunidades microbianas natura-
les involucradas en procesos de biodeterioro del patrimonio.

La biologia molecular, por tanto, es la ciencia que va a permitir, a partir del
conocimiento y estudio de las comunidades responsables del biodeterioro,
disefiar estrategias para la conservacion y proteccion de los bienes cultura-
les y asi controlar la colonizacidon microbiana.
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METODOS DE ANALISIS DE ADN

Las técnicas moleculares empleadas en el IAPH se basan en la amplifica-
cioén especifica de determinadas secuencias de acido desoxirribonucleico
(ADN) a partir del genoma completo de un microorganismo. Dichas secuen-
cias han sido seleccionadas por ser Unicas y caracteristicas de cada espe-
cie, lo que permite utilizarlas para diferenciar distintas especies dentro de
una comunidad microbiana compleja, como puede ser el caso de una colo-
nizacién microbiana en un determinado bien cultural (monumentos, obras de
interés historico-artistico, etc.).

El método molecular de deteccion e identificacion de microorganismos
incluye varias etapas: extraccion de ADN; amplificacion por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de una secuencia diana; secuenciacion
(determinacion de la secuencia de bases) del ADN amplificado; analisis in
silico de la secuencia.

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiza a partir de un cultivo del microorganismo o
bien directamente de la muestra tomada sobre el bien cultural. Existen diver-
sos protocolos de extraccion, asi como kits comerciales de extraccion de
ADN especificos para cada tipo de microorganismo.

Amplificacién por PCR

La deteccion de microorganismos se basa principalmente en la secuencia de
genes (o de fragmentos de los mismos) que codifican alguna de las molécu-
las de ARN ribosémico (ARNr): 16S en procariotas, 18S y/o 28S en eucario-
tas. Estas son secuencias universales, presentes en todos los organismos
vivos, y con bajo polimorfismo, es decir, con poca o ninguna variacion dentro
de una misma especie. Por otro lado, aunque estan altamente conservadas,
presentan ciertas divergencias que permiten identificar con bastante fiabili-
dad a los organismos en general y microorganismos en particular.

La amplificacion de los genes que codifican el ARNr se consigue en un termo-
ciclador, gracias a la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
como molde el ADN gendmico del microorganismo a identificar previamente
extraido y purificado.

La PCR permite multiplicar una region especifica del ADN varios millones
de veces. Es un método automatizado de sintesis enzimatica in vitro de
ADN. La especificidad de la reaccién se consigue usando un par (uno para
cada cadena) de oligonucledtidos sintéticos de 15 a 30 bases, que son
complementarios a las secuencias que flanquean al segmento de ADN que
se desea amplificar y que actuardn como cebadores o primers. Estos se unen
especificamente al ADN molde, permitiendo a la enzima ADN-polimerasa
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Preparaciéon de ADN para amplificacion por PCR
| foto Fondo Gréafico IAPH (Marta Samefio Puerto)

termofilica de Thermus aquaticus (Taq ADN-polimerasa) la replicacion
del mismo en presencia de desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs). Las
regiones conservadas facilitan el disefio de cebadores universales, utilizables
para un amplio rango de microorganismos.

La reaccion consiste en la repeticién de un ciclo de tres etapas, cada una
de las cuales se realiza a una temperatura determinada. En la primera etapa
(desnaturalizacion), entre 92-95 °C, la doble cadena de ADN se desnatura-
liza, es decir, sus dos cadenas se separan. En la segunda etapa (hibrida-
cion) se reduce la temperatura para permitir que los cebadores se unan a las
secuencias homaologas de ADN monocatenario. Y, en la tercera etapa (elon-
gacion), tiene lugar la sintesis de la region que flanquean los cebadores gra-
cias al ajuste de la temperatura Optima de la Taq ADN polimerasa (entre 68 y
72 °C). La repeticion secuencial de este ciclo de tres etapas da como resul-
tado la acumulacion exponencial del fragmento de ADN que se desea ampli-
ficar. La cantidad de ADN molde necesaria es del orden de nanogramos, si
bien esto depende del tamafio del genoma del organismo que esta siendo
objeto de estudio.

La efectiva amplificacion del fragmento de ADNr deseado se comprueba
mediante electroforesis en gel de agarosa del producto de la PCR, para
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Vista del reverso de una de las bévedas de la Alhambra, donde se aprecian zonas con pudricién
| foto Fondo Grafico IAPH (Marta Samefio Puerto)

asegurar la presencia de un Unico tipo de fragmento amplificado del tamafio
adecuado.

Las bandas de ADN incluidas en el gel de agarosa se recuperan y purifican,
obteniéndose una solucion de ADN puro, que es posteriormente cuantificado
mediante electroforesis en gel de agarosa y comparado frente a un marcador
de pesos moleculares, y/o mediante espectrofotometria, midiendo la absor-
bancia a una longitud de onda de 260 nm (A260) con un espectrofotometro.

Secuenciacion del ADN amplificado

Actualmente se utilizan secuenciadores automaticos que emplean la secuen-
ciacién ciclica (en una reaccion similar a la de amplificacién de la PCR, que
utiliza un Unico iniciador por reacciéon y terminadores marcados con fluoro-
cromos adecuados, que interrumpiran la sintesis de manera aleatoria y facili-
taran la deteccion posterior de los fragmentos interrumpidos) y electroforesis
en sistema multicapilar.

En nuestro laboratorio se han utilizado los Servicios de Secuenciacién

Automética del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra (CSIC)
de Granada.
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Electroforesis en gel de agarosa mostrando el ADN
obtenido.

A= patron ADN del fago lambda
| foto José Roméan Pérez Castifieira

Analisis de la secuencia

Consiste en la comparacion de la secuencia de ADNr obtenida con las depo-
sitadas en bases de datos utilizando programas desarrollados a tal efecto.
Actualmente esta labor se puede realizar mediante distintos programas y
bases de datos, algunas publicas y de acceso libre, a través de internet. La
mas utilizada es la utilidad BLAST del GenBank, del NCBI (National Center
for Biotechnology Information, USA), disponible en http://blast.ncbi.nim.nih]

gov/Blast.cg

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa que busca
regiones de similaridad entre una secuencia dada de nucleétidos o proteina
con aquéllas disponibles en las bases de datos. Ademas calcula la significa-
cion estadistica de las identidades o similaridades encontradas.

La homologia de la secuencia con las existentes en la base de datos nos
proporciona la identificacion taxonémica del microorganismo, permitiendo
también un analisis filogenético que refleja, de forma esquematica, el grado
de parentesco genético entre los microorganismos comparados.

APLICACION PRACTICA. EJEMPLOS EN EL IAPH

En el IAPH se estan empleando las técnicas de biologia molecular como
apoyo a las técnicas tradicionales para el estudio de las alteraciones biolégi-
cas de los bienes culturales.

A continuacion se presentan los resultados de dos de los trabajos realizados por
el IAPH en colaboracion con el Departamento de Bioquimica Vegetal y Biologia
Molecular de la Universidad de Sevilla y el Instituto de Bioquimica Vegetal y
Fotosintesis del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

Identificacion de hongos causantes de pudricion en las bévedas de las
pinturas de la Sala de los Reyes de la Alhambra de Granada

Estainvestigacionse enmarcadentrodel Convenio Especificode Colaboracion
entre el Patronato de la Alhambra y Generalife y el Instituto Andaluz del
Patrimonio Histérico para el desarrollo del Proyecto de Conservacion de las
Pinturas de la Sala de los Reyes de la Alhambra.

El estudio previo revel6 que la madera soporte de las bovedas (Populus
alba), sobre las que se asientan las pinturas, sufria un proceso de biodete-
rioro causado por hongos de pudricién de la madera.

Por sus caracteristicas intrinsecas, los hongos de pudricién no pueden ser
facilmente detectados e identificados mediante técnicas microbioldgicas tra-
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dicionales, basadas en aislamiento y cultivo en laboratorio para posterior
caracterizacion de sus micelios y estructuras reproductoras.

La observacién de varias muestras de madera con pudriciéon al microsco-
pio Optico con luz polarizada evidencié la presencia de hifas flingicas que
no pudieron ser identificadas, por lo que se recurridé a técnicas de biologia
molecular, aislando ADN fungico directamente de las muestras de madera
con pudricién.

Material

Se utilizaron tres pequefias muestras de madera con pudricion tomadas del
reverso de una de las bévedas, que se mantuvieron previamente en una
camara humeda (90% H.R.) a temperatura ambiente.

Extraccién de ADN

Para la extraccién de ADN, las muestras de madera con pudricién se pul-
verizaron en un mortero de porcelana, con ayuda de nitrégeno liquido.
Posteriormente, se utilizé el kit comercial de extraccién de ADN ZR Fungal/
Bacterial DNA Kit (Zymo Research Co. Irvine, USA), siguiendo el protocolo
del fabricante. De esta forma, se obtuvieron preparaciones de unos 100 pl
de ADN.

La extraccion de ADN fue verificada mediante electroforesis, de 18 pl de
cada solucion obtenida, en gel de agarosa al 0,7% en tampén TBE % y
tefiido con bromuro de etidio. La electroforesis se realizo a 120V, durante 30
minutos, y se usé como patron ADN de fago A (Promega) digerido con las
endonucleasas de restriccion Hindlll y EcoRI con un patron de bandas en un
rango de 564 a 21226 pb.

La observacién bajo luz ultravioleta de la electroforesis de verificacion de
extraccion revela bandas de ADN muy tenues, es decir, se obtuvo poco ADN.
Esto es ldgico si tenemos en cuenta que no partiamos de cultivos fungicos,
sino directamente de muestras de madera con pudricion, cuyo tamafio era
reducido (unos 5 cm?®). No obstante, la cantidad obtenida fue suficiente para
amplificar por PCR.

Amplificacién por PCR

El ADN extraido se utiliz6 como molde para la amplificacion mediante PCR
de un fragmento del gen que codifica el ARN de 28S de la subunidad grande
(60S) del ribosoma de eucariotas. Para ello se utilizaron como cebadores dos
oligonucledtidos correspondientes a sendas secuencias consenso utilizados
convencionalmente parala amplificacién y secuenciacién de dicho fragmento:
5-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3' (FW) y 5-TCCGTGTTTCAAGACGG-3
(REV). Estos cebadores amplifican una sola banda de ADN de unas 600
pares de bases (pb) de longitud.

-
-
A——
o - - -

Electroforesis en gel de agarosa mostrando los
productos amplificados por PCR.

M=marcador molecular, C=control sin ADN molde
| foto José Roman Pérez Castifieira
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Alineamiento mediante andlisis Blast de la secuencia obtenida de la muestra 2 con la aparecida en la base
de datos | foto Fondo Gréfico IAPH (Victor Menguiano Chaparro)

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 50 pl
y contenian: 1yl de ADN molde, 5 pl de tampén Tag DNA polimerasa, 1 pl
de Taq DNA polimerasa (5 U), 2 pl de mezcla de dNTPs 10 mM cada uno,
50 pmol de cada cebador, completando con agua grado Biologia Molecular
(Sigma W4502).

El termociclador se programé con las siguientes condiciones: 2 minutos a
95 °C para la desnaturalizacion del ADN molde, seguido de 40 ciclos de 1
minuto de desnaturalizacion a 95 °C, 1 minuto de hibridacion de cebadores
a 55 °C y 1 minuto de elongacién a 72 °C, con un paso de extension final de
10 minutos a 72 °C.

Para comprobar la efectiva amplificacion del fragmento de DNA, de aproxi-
madamente 600 pb, una muestra de 25 ul del producto resultante de la
PCR se corrié mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en
150 ml de tampdn TBE ¥ tefiido con bromuro de etidio, a 120 V, durante 30
minutos. Dicha electroforesis muestra una amplificacion satisfactoria, tanto
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en cantidad, como en el tamafo del fragmento amplificado, de aproxima-
damente 600 pb de longitud.

Purificacién y cuantificaciéon del ADN

Las bandas de ADN incluidas en el gel de agarosa se recuperaron y purifica-
ron mediante el kit comercial de purificacion Isolate PCR and Gel Kit (Bioline,
Londres, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante (excepto
que se utilizé agua en lugar del tampén de elucion del fabricante), obtenién-
dose una solucion de 30 pl de ADN puro.

Se intenté una cuantificacién del ADN purificado mediante electroforesis en
gel de agarosa y comparacioén frente a un marcador de pesos moleculares
pero, dada la poca cantidad de ADN purificado, no fue posible. Por ello la
cuantificacion se realizd mediante espectrofotometria. Las concentraciones
de ADN obtenidas para las muestras 1, 2 y 3 fueron, respectivamente, 4.4,
6.1y 4.7 ng/pl.

Secuenciacién

Una vez cuantificadas las muestras de ADN, se prepararon y enviaron para
su secuenciacion al Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra
(CSIC) de Granada, donde se realiza mediante el procedimiento de secuen-
ciacion ciclica y electroforesis en sistema multicapilar automatico.

Una vez obtenidas las secuencias de los fragmentos amplificados, se com-
probd que no fueron positivas en el caso de las muestras 1y 3, debido pro-
bablemente a que la cantidad de ADN presente en la muestra fuera inferior
a la necesaria para la correcta secuenciacion.

Analisis de la secuencia

Con el fin de determinar a qué especies corresponden las secuencias de
ADN obtenidas a partir de las muestras se realizé una comparacion mediante
andlisis BLAST de éstas con las existentes en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, USA).

El andlisis comparativo Blast de la secuencia de la muestra 2 con las secuen-
cias de referencia mostré6 que este fragmento amplificado presenta una
homologia del 99% con la secuencia de referencia de Petriella setifera, un
ascomiceto causante de pudricion blanda de la madera.

Identificacion de microorganismos en el entorno arqueolégico de las
Murallas Reales y Puerta Califal de Ceuta

Este estudio forma parte del Proyecto de intervencion para la consolidacion,

restauracion y adecuacion a la visita publica de la cubierta de las Murallas
Reales y de los vestigios arqueoldgicos en el ambito de la llamada Puerta
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Cianobacterias, microalgas, musgos y plantas vasculares sobre la muralla
| foto Fondo Gréfico IAPH (Victor Menguiano Chaparro)

Califal de Ceuta, como parte del convenio de colaboracion entre la Consejeria
de Educacion, Cultura y Mujer de la Ciudad Auténoma de Ceuta y el Instituto
Andaluz del Patrimonio Histérico.

En el caso de las Murallas Reales y vestigios arqueoldgicos del ambito de la
Puerta Califal de Ceuta, solo se detectaron agentes biolégicos en la llamada
Estancia C. En esta estancia, al igual que en el resto, la humedad era elevada
y existia una fuerte filtracion de agua procedente de las cubiertas de la mura-
lla, pero lo que la hace diferente al resto de estancias, en cuanto a la capa-
cidad de desarrollo de organismos vivos, es la luz natural que entra en ella a
través de un ventanal.

En distintos puntos de la Estancia C se pudo ver la presencia de cianobac-
terias, microalgas verdes, briofitos y plantas superiores, asi como gran can-
tidad de excrementos de paloma.

Las cianobacterias y microalgas verdes se encontraban formando patinas
sobre la piedra, en forma de laminas, escamas y costras de coloracién verde
0 pardo-negruzca segun la zona.

Material
Se tomaron 2 muestras con hisopos estériles para analizarlas mediante téc-
nicas moleculares independientes de cultivo.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante congelacion, trituracion en
mortero y agitacion mecanica con tampon CTAB. EI ADN aislado se precipitd
con etanol absoluto. La extraccion de ADN fue verificada mediante electro-
foresis en gel de agarosa.
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Amplificacién por PCR

EI ADN extraido se utiliz6 como molde para la amplificacion mediante PCR,
por un lado, del ADNr de 16S de la subunidad pequefia del ribosoma de
procariotas, y por otro, del ADNr 28S de eucariotas. Para ello se utilizaron,
en el primer caso, el par de cebadores 5-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
y 5-ACCTTGTTACGACTT-3’, y en el segundo, el par de cebadores 5'-
ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3' y 5-TCCGTGTTTCAAGACGG-3'. De esta
forma se amplifica un fragmento de ADN de unas 1.500 pares de bases (pb),
en el caso de procariotas, y de unas 600 pares de bases (pb), en el caso de
eucariotas.

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 50 ply
contenian: 1 pyl de ADN molde, 5 pl de tampdn Taq DNA polimerasa, 1 pl de
Taq DNA polimerasa (5 U), 2 pl de mezcla de dNTPs 10 mM cada uno, 50
pmol de cada cebador, completando con agua Milli-Q (Sigma W4502).

El termociclador se programé con las siguientes condiciones: 2 minutos a
95 °C para la desnaturalizacion del ADN molde, seguido de 30 ciclos de 1
minuto de desnaturalizacion a 95 °C, 1 minuto de hibridacion de cebadores
a 55 °C y 5 minutos de elongacién a 72 °C, con un paso de extension final
de 10 minutos a 72 °C.

Para comprobar la efectiva amplificacion de los fragmentos de ADN, los pro-
ductos resultantes de la PCR se corrieron, junto con marcadores de peso
molecular, mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en 150 ml
de tampodn TBE Y2 tefiido con bromuro de etidio, a 120 V, durante 30 minutos,
resultando una amplificacion satisfactoria.

Purificacién y cuantificaciéon del ADN

Las bandas de ADN incluidas en el gel de agarosa se recuperaron y puri-
ficaron como en el caso anterior. La cantidad de dicho ADN fue cuantifi-
cada midiendo su absorbancia a 260 nm mediante un espectrofotobmetro
"Nano-Drop”.

Secuenciacion

Una vez cuantificadas las muestras de ADN, se prepararon y enviaron para
su secuenciacion al Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra
(CSIC) de Granada.

Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas se compararon con las existentes en la base de datos
publica GenBank (base de datos de secuencias genéticas del NCBI, National
Center for Biotechnology Information, USA) mediante el andlisis Blast.
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Dicho andlisis mostré que los fragmentos de ADNr 28S amplificados presen-
taban elevados porcentajes de homologia con dos especies de microalgas
unicelulares, Chlorella elipsoidea (96%) y Pseudochlorella sp. (97%).

En el caso de los fragmentos de ADNr 16S amplificados, presentaban un
99% de homologia con las secuencias de referencia de dos tipos de bacte-
rias, Escherichia coli y Shigella sp. Ambos géneros bacterianos pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae y muy probablemente tienen su origen en la
gran cantidad de deyecciones de paloma presentes en el lugar.

CONCLUSIONES

Los casos practicos descritos anteriormente demuestran que es posible la
deteccion e identificacion de hongos xiléfagos directamente a partir de una
muestra de madera con pudricién, en el primer caso, y de microalgas y bac-
terias de muestras ambientales, en el segundo, evitando la necesidad de cul-
tivo previo, por lo que dicha deteccion e identificacion no estaria limitada por
la capacidad de cultivo de las especies a detectar.

Sin embargo, la identificacién no resulta sencilla cuando aparecen varias
especies en una misma muestra ambiental, algo habitual en comunidades
biolégicas naturales, de gran diversidad y complejidad. En estos casos es
mas dificil la identificacion de todos los microorganismos, pues los fragmen-
tos amplificados pertenecen a distintas especies y se obtiene una superpo-
sicion de secuencias.

Para separar el ADN de las diferentes especies en estos casos, se lleva a
cabo la clonacion: los distintos fragmentos de DNA se insertan en plasmidos
bacterianos que ademas confieren resistencia a un antibiético, en nuestro
caso, ampicilina. Los plasmidos son a su vez introducidos en bacterias de
la especie Escherichia coli. Las bacterias transformadas (las que han cap-
turado plasmido) se seleccionan en placas de medio de cultivo suplemen-
tadas con ampicilina incubadas durante 12 horas a 37 °C. Después de este
proceso aparecen colonias aisladas en la placa, cada una de las cuales con-
tiene un solo tipo de plasmido (“clon”). Varias de estas colonias se inoculan
separadamente en medio de cultivo liquido con ampicilina y se dejan crecer
a 37 °C con agitacion durante otras 12 horas. Se extraen entonces los ADN
plasmidicos de cada uno de los cultivos liquidos y se analizan mediante ana-
lisis con distintas endonucleasas de restriccion. Aquellas preparaciones que
den patrones de bandas diferentes con alguna de dichas enzimas pertene-
ceran a distintos organismos.
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