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Introduccion. La extraccion del crudo y su manejo
inadecuado produce contaminacion en los ecosistemas.
Entre los métodos biolégicos, los hongos ligninoliticos, a
través de sus enzimas extracelulares pueden transformar
una gran variedad de compuestos organicos incluyendo
hidrocarburos, los cuales pueden ser mineralizados.
Entre los hongos de la podredumbre blanca, Bjerkandera
adusta ha mostrado la capacidad para degradar
hidrocarburos aromaticos policiclicos, lo que sugiere un
potencial como organismo eficiente en biorremediacion.
La expresibn de genes puede ser analizada por
microarreglos utilizando muestras sencillas o permite
comparar dos diferentes tipos celulares. Esta tecnologia
consiste en un gran namero de moléculas de ADN
(sondas: como oligonucleétidos, cDNA o fragmentos
pequefios de productos de PCR) ordenadas sobre un
sustrato sélido de manera que formen una matriz de
secuencias en dos dimensiones, las cuales son
hibridadas con los cDNA de B. adusta de las condiciones
en estudio.

Objetivo General. Estudiar la regulacién de un conjunto
de genes inducidos por petroleo en B. adusta mediante el
uso de microarreglos.

Metodologia. Oligonucleétidos: Se disefiaron 41 oligos
con un tamafio de 40 bp utlizando un algoritmo
construido en el laboratorio. 40 de ellos fueron
seleccionados de una base de secuencias pertenecientes
a una libreria de cDNA de B. adusta crecida en medio SD
+ 1% de petrdleo crudo maya y que presentaban funcion
conocida mediante alineamientos realizados con el
programa blastx de NCBI. Como control positivo se utilizd
la peroxidasa versétil de B. adusta.

Construccién del Chip: El chip contiene 12 copias de
cada gen impresos en dos reticulas de 4 cuadrantes
cada una. Esta disefiado en placas de vidrio de 75 mm
de largo por 25 mm de alto.
Extraccion de DNA gendmico: Se obtuvo DNA gendémico
de B. adusta crecida en medio mineral liquido (sin
NH4NO3) adicionado de peptona + glucosa 2% incubado
a 28°C por 12 dias.
Extraccion de RNA total: Se probaron las siguientes
condiciones: fuente de carbono: YNB+Glucosa a 28°C,
YNB+Paja a 282C. Fuente de nitrégeno: Medio mineral
(con NH4NO3)+Glucosa 2% a 28°C, Medio mineral (sin
NH4NO3)+peptona+Glucosa 2% a 28°C. Condicién de T°:

YNB+Glucosa a 28°C, YNB+Glucosa a 34°C. Todos los
cultivos fueron crecidos por 8 dias y adicionados de 1.5%
de agar. El RNA total fue convertido a cDNA mediante
transcripcion reversa, estos cDNA junto con DNA
gendémico fueron marcados con Cy3 y Cy5 para su
posterior hibridacion en el microarreglo.

Resultados. Como control de impresién y de lectura se
realiz6 una primera hibridacion con DNA genémico
marcado con Cy3 y Cy5, en la cual se observé que hubo
hibridacion DNA - DNA en cada uno de los puntos
correspondientes a los genes seleccionados (fig.1). La
hibridacién con cada una de las condiciones a probar
para observar que genes se expresaron en petréleo, en
una condicibn dada o en ambos se mostrardn
parcialmente ya que esté pendiente su hibridacion.

Fig. 1
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