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Introduccion. Los actinomicetos son un grupo de
bacterias Gram positivas cuya importancia biotecnolédgica
radica en su capacidad de producir un gran nimero de
metabolitos secundarios. Un ejemplo de ellos es la
rifamicina, producida por A. mediterranei, y utilizada para
el tratamiento de tuberculosis y otras infecciones
causadas por Micobacterias™. En el caso de los
actinomicetos productores de antibacterianos, surge un
problema al tener estos un efecto sobre el
microorganismo que lo produce, pues puede presentarse
un efecto téxico debido a la actividad del antibidtico que
sintetizan cuando las concentraciones del mismo son
altas®. Cobra pues importancia el mecanismo de
resistencia que tenga el microorganismo al antibiético
gue produce. Se ha identificado en actinomicetos y otros
microorganismos un mecanismo de resistencia basado
en proteinas de membrana que funcionan como una
bomba exportadora de antibiético®.

Para evaluar la importancia del mecanismos de
resistencia/exportacion de antibidticos en actinomicetos,
nosotros bloquemos la expresién del gen rifP que codifica
para la proteina responsable de la exportacion en A.
mediterranei, usando una técnica basada en ARN
antisentido y evaluamos el efecto que tiene sobre la
produccion.

Metodologia. Para bloquear la expresion del gen rifP, se
construyo un plasmido de replicacién auténoma (fig. 1)
gue contiene el casete de expresion del gen rifP clonado
en direccion opuesta a como se encuentra en el genoma,
con el cual se transformé a A. mediterranei S699 por
electroporacion.

Para evaluar el efecto del bloqueo del gen rifP sobre la
produccion de rifamicina, se utilizd medio de produccion
Lee inoculado con la cepa S699 y la cepa transformante
ARNasRIifP".

Resultados y discusidn. Para construccion del vector
de de expresion antisentido del gen rifP se utilizé el
promotor constitutivo de alta tasa de transcripcién en
actinomicetos del gen de resistencia a eritromicina de
Saccharopolyspora erythraea (PermE) para obtener una
cantidad alta de ARN antisentido que garantice un
blogueo eficiente de la traduccién “in vivo”. Como
terminador se utilizé el del gen de la aspartato
semialdehido  deshidrogenasa de  Amycolatopsis
lactamdurans (Tasd). El vector obtenido pUAMAES de

replicacion auténoma contiene dos origenes de
replicacion colE1 y pA-rep para Amycolatopsis; un gen de
resistencia a kanamicina (seleccion en E. coli) y el gen de
resistencia a eritromicina (seleccion en A. mediterranei)

Fig. 1. Mapa del plasmido pUAMAES que contiene el casete rifP
antisentido
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Fig. 2. Cinética de produccién especifica de rifamicina de las
cepas S699 vy rifPas

Para la fermentacion la cepa S699 y rifP,s se crecieron en
medio de produccién, y se agreg6 un control adicionado con
eritromicina. Los resultados muestran que la cepa bloqueada en
la expresion de rifP muestra una disminuciéon del 70% en la
productividad.

Conclusiones. El gen rifP tiene un efecto directo sobre
la produccion de rifamicina y el bloqueo de su expresion
disminuye considerablemente la productividad.
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