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Introduccién. La rifamicina B, es un antibiético del grupo
de las ansamicinas, ampliamente usada para el
tratamiento clinico de la tuberculosis, lepra e infecciones
micobacterianas relacionadas con el SIDA (1). Uno de los
pasos limitantes para la produccién de rifamicina B es la
incorporacién de oxigeno al intermediario rifamicina W,
reaccién mediada por el gen rif-orf5, que codifica para un
citocromo P450 monooxigenasa (2). Otro factor limitante
para el mejoramiento genético de este microorganismo,
es que no se cuenta con un vector adecuado para la
clonacién de genes de interés. Por esta razon, a partir de
pldsmidos enddgenos, se han desarrollado vectores de
clonacion, utilizados ampliamente para el mejoramiento
de cepas y produccion de metabolitos (3). Sin embargo,
ninguno de ellos cumple con todos los requerimientos
para A. mediterranei, como por ejemplo: marcador de
seleccion estable, bi-funcionalidad, promotor y sitio
multiple de clonacién.

Los objetivos de este trabajo fueron dos, el primero
consistio en la construccion de un vector de clonacién
universal y el segundo, aumentar la dosis génica del gen
rif-orf5, para favorecer la incorporacion de oxigeno en
este paso limitante de la biosintesis de rifamicina B.

Metodologia. Plasmido usados: plJ4026 (4) que
contiene el gen de resistencia a eritromicina ermeE.
pULVK2 (3), plasmido bifuncional con un origen de
replicacion para Amycolatopsis y otro para E. coli, con
marcador de resistencia a kanamicina.

Las aplificaciones se hicieron por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

RT-PCR para la obtencién de cDNA del gen orf5.
Transformacion por electroporacién. Digestiones vy
ligaciones de acuerdo a la técnica del fabricante
(Promega).

Resultados y discusiéon. Se construyd el plasmido
pUAMKM1 (Fig.1), posee un tamafo aproximado de 7.4
kb. Este plasmido facilitara la manipulacién genética de
Amycolatopsis debido a la presencia de un nuevo
marcador de seleccion, resistencia a eritromicina, asi
mismo fue posible ampliar el sitio de multiclonaje. En la
figura 2, se observan los fragmentos obtenidos por PCR
de tamafo de 1266pb y 300pb, correspondientes al gen
orf5'y al promotor permE respectivamente.
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Fig. 1. Mapa de restriccion del plasmido construido pUAMKM1.
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Fig. 2. Fragmentos de PCR obtenidos. 1) Gen orf5, 2) promotor
permE, M) marcador de peso molecular.

Conclusiones. Se construyd un vector de clonacién para
el género Amycolatopsis de 7.4 kb, donde se clond el gen
orf5 con el promotor permE.
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