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Introduccion. El ADN plasmidico (ADNp) cobra cada vez
mayor importancia debido al incremento de sus
aplicaciones en terapia génica y en el desarrollo de
vacunas, por lo tanto, es de esperarse que en un futuro no
muy lejano la demanda del ADNp se incremente (1).
Dentro del origen de replicacién de los plasmidos pUC,
estan contenidos los genes rnal y rnall, los cuales
controlan la replicacion del plasmido. La abundancia de
RNAII determina la cantidad de moléculas de pldsmido en
la célula (2). En el presente trabajo se plante6 desarrollar
un esquema de autoinduccion de la replicacion del ADNp
en condiciones microaerobias mediante la modificacion
del plasmido directamente en la replicacion del vector
utilizando promotores inducibles por microaerobiosis.

Metodologia. Se insert6 una copia extra del gen rnall bajo
el control los promotores microaerobios Pygh, Pyfia Yy, una
variacion de este Ultimo, Pyfiem en pUC57mini. Estos
promotores estan regulados por la molécula de control
positivo fumarato y nitratro reductasa (3). Se evaluaron las
construcciones en las cepas de E. coli W3110 recA" y
W3110 recA  vgb* transformadas con los circuitos en
medio mineral con glucosa y en LB 2X bajo dos
condiciones:
» Aerobiosis: Matraces de 250mL bafleados con
50mL de medio y 300 rpm.
» Microerobiosis: Matraces de 250mL con 80mL de
medio y 150/100 rpm.
El crecimiento celular se midio por absorbancia a 600 nm
y se tomd muestra para la cuantificacion de ADNp en la
fase exponencial. La extraccién y cuantificacion de este se
realizé con un kit comercial y su concentracion se midié
espectrofotométricamente. El analisis de los plasmidos se
realizé mediante electroforesis en gel de agarosa.

Resultados. En las siguientes figuras se muestran los
rendimientos obtenidos con las cepas W3110 recA  y
W3110 recA  vgb* transformadas con las diferentes
construcciones bajo condiciones aerobias y microaerobias
en medio mineral y en LB 2X (Fig. 1). Los promotores Pysid
y Pyigm presentaron rendimientos bajo condiciones
microaerobias mayores al de pUC57mini con ambas
cepas. El maximo rendimiento alcanzado fue de 16.63
mg/g con la cepa W3110 recA vgb*, 12 veces mayor al de
pUC57mini.
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Fig. 1. Comparacion de los rendimientos obtenidos en fase exponencial

de las diferentes cepas con ambas condiciones en medio mineral (a) y
LB 2X (b). Las barras verticales muestran la desviacion estandar.

Conclusiones. Los circuitos sintéticos con una copia extra
de rnall bajo el control de los promotores Pytid ¥ Pyfiam €n
condiciones microaerobias incrementaron el rendimiento
de ADNp. El uso de promotores inducibles por condiciones
microaerobias resulta una estrategia innovadora para la
produccién de ADNp si se cuenta con una fabrica celular
capaz de contender los efectos negativos de la limitacion
de oxigeno.
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