CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO ADECUADO PARA LA TRANSFORMACION DE Amycolatopsis mediterranei.
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Introduccién. Amycolatopsis mediterranei €s un actinomiceto productor del
antibidtico rifamicina, el cual es activo contra Mycobacterium tuberculosis
Yy Mycobacterium leprae. (1)

Para realizar el mejoramiento genético de A. mediterranei es necesario
contar con vectores de clonaciéon 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 construccion de genotecas (2).

El plasmido pULVK2 (3) contiene un origen de replicacion para A.
mediterranei y un gen de resistencia a kanamicina. Si se compara con el
plasmido pRL53 usado en A. mediterranei (2) tiene la ventaja de ser mas
pequefo. Sin embargo la resistencia a Kanamicina a pesar de ser un
eficiente marcador de seleccién, en E. coli, en A. mediterranei se generan
una gran cantidad de resistentes espontéaneas, esto lo hace inadecuado
como marcador de seleccion en este microorganismo (4).

Por su parte, €l gen eem E de S erythraea confiere
resistencia a eritromicina, antibiético a cua A
mediterranei es sensible, por lo que a incorporar este gen
en el plasmido pULVK?2 podria utilizarse como marcador de
seleccion.

Metodologia. Se construyeron dos oligonucleétidos con las secuencias de
inicio y fin del gen erm E, para amplificar el gen por la técnica de PCR
a partir del plasmido pli4026. En ambos extremos de los
oligonucleétidos, se adicionaron sitios de corte Eco RI. El fragmento
amplificado se insert6 en el plasmido pULVK2 y se realizd la
transformacién en E. coli XL1-Blue. Se seleccionaron y amplificaron
transformantes que contenian un plasmido con un incremento en el
tamafio de aproximadamente 1500 pb. De manera paralela se realiz6
una prueba de sensibilidad y de concentracion minima inhibitoria a
eritromicina en A. mediterranei M18 (ATCC), y posteriormente se
transformé con los plasmidos que contenian 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 Discusién. A. mediterranei M18 (ATCC) result6 ser sensible a
400pg/ml  de eritromicina, decidiéndose usar una concentracion de
500pg/ml para seleccionar a los transformantes.

Cabe sefialar que el gen Erm E no puede utilizarse en la seleccion 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 Plasmidos pULVK2, pl34026 y la nuevihdtruccion en el plasmido pUAMAEL

El plasmido obtenido pUAMAEL tiene las siguientes caracteristicas: un
origen de replicacién para E. coli, un origen de replicacion para A.

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

Conclusiones. Se obtuvo el plasmido pUAMAE1 de 7.153 Kb que
contiene el gen de resistencia a eritromicina, marcador con el que se
logr6  seleccionar  adecuadamente  colonias  transformantes,
comprobandose asi su funcionalidad en A. mediterranei
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