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Introduccién. El mecanismo de resistencia a antibiticos
mas frecuentemente encontrado en actinomicetos
productores de antibidticos es el que esta mediado por
proteinas integrales de membrana'”. Este mecanismo,
ademas, funciona como un sistema de excrecién del
antibidtico producido2 Se han identificado en muchos
actinomicetos proteinas de membrana que funcionan
como una bomba exportadora de antibiético®. Este
sistema de transporte abre la posibilidad de ser usado
como blanco dentro de un programa de mejoramiento
genético, ya que consideramos que este transporte
podria ser determinante en la concentracion intracelular
del metabolito, lo cual a su vez podria retroregular la
biosintesis. Este podria ser el caso de S. avermitilis el
cual produce avermectinas, metabolito utilizado como un
excelente ant|paraS|t|co en la ganaderia, bioinsecticida
en la agrlcultura( y ademas en seres humanos como
tratamiento de enfermedades causadas por parasitos.
Por otro lado, el genoma de S. avermitilis muestra varias
secuencias con similitud con proteinas de transporte, tal
es el caso del gen SAV4194.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo
es determinar el efecto de la interrupcién del gen
SAV4194 sobre la exportacion de avermectina u
oligomicina en Streptomyces avermitilis.

Metodologia. Se amplifico el gen SAV4194 mediante
PCR. Se amplificaron y purificaron los plasmidos pMEG y
pQM5062. Se digirio el plasmido pQM5062 para la
extraciéon del transposon Tn5062. Se clond el gen en el
plasmido pME6. Se Interrumpié el gen contenido en el
plasmido pMEG6 con el transposon Tn5062. Se
transformé mediante biobalistica a S. avermitilis con el
plasmido pME6 que contiene el gen interumpido por el
transposon. Se selecciond la transformante con
resistencia a la Apm. Se comprobé la mutacion por PCR.

Resultados y discusion.

El producto de PCR se secuencié y mostré6 99.8% de
similitud con el gen reportado (fig 1). Se llevé a cabo la
construccion de un vector para transformar a S.
avermitilis el cual contiene el gen SAV4194 interrumpido
por el transposén Tn5062 Apm (figura 2). Para la
interrupcion del gen, se eligid el uso del transposén
debido a que en actinomicetos, la mutaciéon obtenida es
mas estable. Se transformé S. avermitilis mediante la
técnica de biobalistica ya que algunos actinomicetos son
muy dificiles de transformar por las técnicas

convencionales, especialmente los de interés industrial;
por lo tanto, fue necesario adaptar la técnica para
transformar actinomicetos (resultados no publicados).

Se confirmé la identidad de las transformantes obtenidas
mediante PCR, usando oligonucledtidos
complementarios al gen y al transposon.

Figura 1. Secuenciacién del gen sav4194
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Figura2. a) mapa del vector con el que se transformé a S.
avermitilis. b) en el carril 2 se observa el vector linealizado.

Conclusiones. Se interrumpié el gen SAV4194 de S.
avermitilis, con el transposén Tn5062 y resistencia a
apramicina. Con las transformantes obtenidas se esta
estudiando su funcion.
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