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Introducción. Amycolatopsis mediterranei es un actinomiceto productor del 
antibiótico rifamicina, el cual es activo contra Mycobacterium tuberculosis 
y Mycobacterium leprae. (1) 
Para realizar el mejoramiento genético de A. mediterranei  es necesario 
contar con vectores de clonación adecuados. Sin embargo se han 
reportado pocos para este microorganismo, y estos, tienen la 
desventaja de ser de alto peso molecular (>7.1 Kb), lo que los hace 
inadecuados para la construcción de genotecas (2). 
El plásmido pULVK2 (3) contiene un origen de replicación para A. 
mediterranei y un gen de resistencia a kanamicina. Si se compara con el 
plásmido pRL53 usado en A. mediterranei (2) tiene la ventaja de ser más 
pequeño. Sin embargo la resistencia a Kanamicina a pesar de ser un 
eficiente marcador de selección, en E. coli, en A. mediterranei se generan 
una gran cantidad de resistentes espontáneas, esto lo hace inadecuado 
como marcador de selección en este microorganismo (4).  
Por su parte, el gen erm E  de S. erythraea confiere 
resistencia a eritromicina, antibiótico al cual A. 
mediterranei es sensible, por lo que al incorporar este gen 
en el plásmido pULVK2 podría utilizarse como marcador de 
selección. 
 

Metodología. Se construyeron dos oligonucleótidos con las secuencias de 
inicio y fin del gen erm E , para amplificar el gen por la técnica de PCR 
a partir del plásmido pIJ4026. En ambos extremos de los 
oligonucleótidos, se adicionaron sitios de corte Eco RI. El fragmento 
amplificado se insertó en el plásmido pULVK2 y se realizó la 
transformación en E. coli XL1-Blue. Se seleccionaron y amplificaron 
transformantes que contenían un plasmido con un incremento en el 
tamaño de aproximadamente 1500 pb. De manera paralela se realizó 
una prueba de sensibilidad y de concentración mínima inhibitoria a 
eritromicina en A. mediterranei M18 (ATCC), y posteriormente se 
transformó con los plásmidos que contenían el inserto. Finalmente se 
crecieron las colonias transformantes en medio Bennet  y se 
seleccionaron por crecimiento cuando al medio se le adicionaba 
eritromicina. 
 

Resultados y Discusión. A. mediterranei M18 (ATCC) resultó ser sensible a 
400µg/ml  de eritromicina, decidiéndose usar una concentración de 
500µg/ml para seleccionar a los transformantes.  
Cabe señalar que el gen Erm E no puede utilizarse en la selección de 
transformantes de E. coli  debido a que el promotor de dicho gen no se 
expresa adecuadamente en este microorganismo. 
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  Fig. 1 Plásmidos pULVK2, pIJ4026 y la nueva construcción en el plásmido pUAMAE1. 
 

El plásmido obtenido pUAMAE1 tiene las siguientes características: un 
origen de replicación para E. coli, un origen de replicación para A. 

mediterranei;  un gen de resistencia a kanamicina y el nuevo 
fragmento que confiere resistencia  eritromicina. El tamaño final del 
plásmido es de 7.153 Kb, teniendo una capacidad de carga entonces de 
entre 3 y 5 Kb. Este plásmido es aproximadamente del mismo tamaño 
que los actualmente reportados para A. mediterranei; sin embargo existe 
la posibilidad de disminuir en 2 Kb el tamaño de este plásmido, ya 
que se ha reportado un origen de replicación más pequeño que el que 
posee actualmente (2).  
 

Conclusiones. Se obtuvo el plásmido pUAMAE1 de 7.153 Kb que 
contiene el gen de resistencia a eritromicina, marcador con el que se 
logró seleccionar adecuadamente colonias transformantes, 
comprobándose así su funcionalidad en A. mediterranei 
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