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Introduccién. La répida expansion y la sofisticacion
creciente de la industria, en especia la industria del
petréleo, se ha traducido en un incremento en la
cantidad y la complejidad de los residuos téxicos (1).

La generacién de estos residuos, que conllevan al
deterioro de la calidad del medio ambiente, ha venido
desarrollar medidas que remedien los efectos negativos
del avance tecnoldgico, siendo la biorremediacion una
aternativa para estos problemas.

Entre los organismos utilizados en la biorremediacion
se encuentran los hongos de podredumbre blanca. Su
sistema extracelular enzimético esta involucrado en la
degradacion de la lignina, y consiste principal mente de
enzimas oxidativas: lacasas, lignino peroxidasas (LiP),
manganeso peroxidasas (MnP) (2) y versitil
peroxidasas (VP). La versdtil peroxidasa de
Bjerkandera adusta tiene una estructura hibrida entre la
LiP y MnP. Este hibrido combina las propiedades
cataliticas de | as peroxidasas antes mencionadas, siendo
capaz de oxidar sustratos tipicos delaLiPy MnP (3) lo
cua la hace muy interesante para su utilizaciéon en la
biorremediacion.

La importancia que estas enzimas tienen en la
biorremediacion ha llevado a su produccion heteréloga
en diversos organismos. Una alternativa aln poco
explorada pero atractiva es Yarrowia lipolytica, ya que
esta levadura es eficiente en la secrecion y plegamiento
correcto de proteinas heterélogas (4).

M etodologia: se crecié la cepa de Bjerkandera adusta
UAMH 2858 en bran flakes para inducir la maguinaria
ligninolitica del hongo. Se incub6 8 dias y colectd
micelio para extraer RNA total con € método de
extraccion por Trizol; se determind la presencia del
transcrito por northern blot. Se sintetiz6 cDNA y se

realiz6 una libreria con e kit BD Creator ' SMART "
cDNA Library Construction Kit. Se amplificd el gen de
la libreria con los oligos aatggccttcaagcaactc y
gtceegecttegtaa cctaggattcg. Se clond € gen de la VP
en el vector integrativo y multicopia pINA1291 para
darnos la construccién pEBO001. Se transformd con
pEBO0L ala cepa de Yarrowia lipolytica Polh.

Resultados. Después de comprobar la presencia del
transcrito de la VP por la técnica de Northern blot, se

construyo la libreria de cDNA obteniendo un titulo de
6000 colonias independientes. Se hizo una extraccion
de plasmidos de la libreria y se amplifico el gen de la
VP por PCR obteniendo un producto de 1113 pb
(Fig.1). Se obtuvo la construccion pEBOO1 con la
clonacion del cDNA de la peroxidasa versédtil en el
vector pINA1291. Se obtuvieron colonias de Yarrowia
lipolyticatransformadas con la construccion pEBOO1.

Fig. 1 producto de
PCR de la VP 1113pb

Se presentaran datos de actividad y degradacion de
hidrocarburos
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