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Introduccion. Desde su clonacion en E. coli (1)la
hemoglobina de Vitreoscilla (VHb), codificada en el gen
vgb, es usualmente expresada a partir de su promotor
nativo en respuesta a la limitacion de O, disuelto. La
modificacion de la regiébn promotora de ArcA en dicho
sistema permite la expresién de vgb en condiciones
aerobias con el plasmido pNKD1 (2,3), por lo que las
reconocidas bondades de su capacidad amortiguadora
de O, no son exclusivas en microaerobiosis, ya que en
cultivos completamente aerobios de E. coli W3110 arcA
y E. coli MG1655 sdh’, la expresiéon de vgb a través de
pNKD1 incrementd la tasa de crecimiento especifico ()
en un 30 y 40%, respectivamente (4). Con la expectativa
de magnificar los efectos benéficos de VHb en cultivos
aerobios de E. coli y evaluar su potencial aplicacion como
fabrica celular para ADN plasmidico (ADNp), decidimos
expresar vgb mediante el promotor fuerte trc e investigar
su impacto sobre el crecimiento y la produccion ADNp.

Metodologia. El gen vgb fue clonado en el vector de
expresion pLoxGentrc (pLox) (5). El vector y la
construccion resultante (pLox-vgb), fueron transformadas
en E. coli BL21 (BO). Las cepas transformadas fueron
cultivadas a 37 °C en 50 mL de medio LB2X con 5 g/L
de glucosa y 1 mM de IPTG a 125 (microaerobio) y 250
(aerobio) rpm. Adicionalmente se cultivd BO pLox-vgb
bajo las mismas condiciones sin IPTG como control. La
densidad éptica (DO) se midi6 a 600 nm. El ADNp se
aisloé y purificé con el kit QIAprep (Qiagen) y se cuantificd
en Nanodrop 2000 mediante espectrofotometria UV.

Resultados. En la Figura 1 se presentan las gréaficas de
DO, u y rendimiento especifico de ADNp (Yapnpix) €N
funcién del tiempo de los cultivos aerobios y
microaerobios de BO pLox y BO pLox-vgb (control e
inducido), respectivamente. Tanto en condiciones
aerobias como microaerobias en el periodo comprendido
entre las 0 y 5 h, BO pLox crecié mas rapido las primeras
2 h, y aunque mantuvo mayor DO que BO pLox-vgb, su u
comenzé a reducirse. En contraste, la ¢ de BO pLox-vgb
se incrementé y se mantuvo por encima de BO pLox al
menos en un 35%, pese a la mayor carga metabdlica por
la expresion de vgb y al mantenimiento de un plasmido
con 6% mayor peso molecular que BO pLox. En lo que
toca a la produccion de ADNp, Yaponpx de BO pLox fue
hasta un 50% superior que BO pLox-vgb. Es interesante
notar que la DO y u del cultivo control de BO pLox-vgb,

fueron idénticas a la del cultivo inducido con IPTG, y que
Yapnpx del cultivo control fue mayor, sobre todo en
condiciones microaerobias, en comparacién a la del
cultivo inducido.
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento y produccion de ADNp aerobio (A) y
microaerobio (B) de BO pLox y BO pLox-vgb.

Conclusiones. La expresiéon de vgb bajo el promotor trc
incrementdé x a un nivel ligeramente menor al del
promotor nativo modificado, incluso prescindiendo de
IPTG. Es posible que el incremento esperado en x4 no se
diera al limitarse la disponibilidad del grupo hemo.
Aparentemente la produccion de ADNp responde mas a
4 que a un efecto directo de VHb.
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