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I ntroduccion.

Existen microorganismos que estan bien adaptados a medios
ambientes que son considerados como inhabitables por €l
hombre a los que se les conoce como extremdfilos. De estos,
los mas estudiados son los termdfilos, que tienen
temperaturas Gptimas de crecimiento mayores de 50°C Y. La
investigacién de estos microorganismos terméfilos se ha
ampliado a diferentes éareas, tales como la bioguimica,
enzimologia, ingenieria genética y biologia molecular, con €l
fin de aprovechar las ventajas que ofrecen, principalmente
para la produccion de enzimas termoestables. Existen
bacterias que ademés del DNA cromosomal contienen
plasmidos, que son moléculas extracromosomales con genes
gue codifican propiedades adicionales que no son vitales
para la bacteria, pero si le confieren caracteristicas
fenotipicas para sobrevivir en ambientes adversos. Plasmidos
obtenidos y caracterizados de termdfilos han reunido los
requisitos para ser utilizados como vectores de clonacién, asi
mismo se han obtenido genes de gran interés que codifican
para enzimas termoestables. En el Instituto Tecnoldgico de
Veracruz se aidé la bacteria termdfila Bacillus pumilus
TN312 de las aguas residuales de la nixtamalizacion® | que
contiene a plésmido pTN312 que dio origen a presente
trabgjo.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue €l de caracterizar
parcialmente a plasmido pTN312, mediante un andlisis de
restriccion y comprobando si es el responsable de dar
termofiliaalabacteria

Metodologia

La bacteria B. pumilus TN312 se cultivd en medio Luria
Bertani (LB) pH 9.0 a una temperatura de 54 °C y con
agitacion constante de 250 rpm durante 12-15 horas.

El plésmido pTN312 se aislé realizando miniprep por el
método de lisis alcalina® y observandolo en un gel de
agarosa a 0.5 % en luz ultra violeta. Se hicieron digestiones
del plasmido utilizando las enzimas de restriccion Hindlll y
EcoR1 en las condiciones recomendadas por el proveedor.
Mediante Cloruro de Calcio se obtuvieron células
competentes de E. coli XL-Blue y se transformaron con el
plésmido pTN312. Se utilizaron Naranja de Acridina y
Bromuro de Hidio como agentes de curacion de la cepa B.
pumilus TN312.

Resultadosy Discusion

El pldsmido pTN312 que se aiddé y purificé es de
aproximadamente 20 kilobases. Al hacer su andisis de
restriccién presentd 6 sitios de restriccion con Hindll1 (Fig.

1) y 2 sitios de restriccién con EcoR1, ya que se presentan 6
y 2 bandas de DNA respectivamente a hidrolizar el
plasmido con estas enzimas.

Se logré transformar con el plasmido pTN312 alacepade E.
coli XL-Blue, verificandolo a través de miniprep a las
células transformadas. Hasta el momento no se han podido
encontrar células curadas de la bacteria B. pumilus TN312
con la utilizacion de Naranja de Acridinay Bromuro de
Etidio como agentes de curacion. La figura 1 presenta el

plasmido pTN312 y a mismo plasmido cortado con Hindlll,
utilizando DNA defagol como marcador.

Fig. 1 Gel de agarosa
gque presenta en la
cale 1 DNAI
Hindlll, cldle 2
pTN312 y en las
cales dd 3 a 8
pTN312 Hindlll.

Conclusiones

El plasmido pTN312 es un plésmido que esta constituido
aproximadamente por 20,000 pares de bases que presenta
sitios de restriccion con Hindlll y EcoR1. A pesar de ser un
plasmido considerado como grande, fue posible ser utilizado
para transformar la cepa de E. coli. La cepa de E. coli XL-
Blue transformada fue capaz de crecer a 50 °C lo cual podria
indicar la participacion del pldsmido
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