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Introduccion. La creciente necesidad de generar
combustibles a partir de fuentes de energia renovables
ha llevado al estudio de organismos que tienen la
capacidad de degradar la biomasa vegetal dado que es
el compuesto renovable mas abundante en el planeta (1,
2). T. reesei es uno de los hongos més estudiados para
este fin, produce una serie de enzimas extracelulares
(celobiohidrolasas, endoglucanasas y xilanasas) que
hidrolizan los componentes de la biomasa vegetal a
azucares mas sencillos. Como es un potente productor
de estas enzimas, las investigaciones en este hongo se
han enfocado principalmente en aumentar la eficiencia de
los coécteles enzimaticos para disminuir los costos de
produccién de bioetanol a partir de desechos celulgsicos
(3). En el laboratorio se demostré que la Loosenina del
hongo basidiomiceto B. adusta tiene la capacidad para
remodelar (aflojar) la estructura de las fibras de algodén
permitiendo un considerable aumento en la liberacion de
azucares reductores cuando estas fibras son tratadas
con una endoglucanasa comercial (4). Con este
antecedente proponemos que la expresion de la
Loosenina en T. reesei enriqguecera sus cocteles
enzimaticos permitiendo un aumento en la eficiencia de
degradacion de desechos celulésicos y un mayor
rendimiento en la produccion de azlcares fermentables.

Metodologia. El gen Loosl fue clonado en el vector
pUEOS8 bajo un promotor constitutivo pki-1, con el cual se
transformé a T. reesei mediante la técnica de
protoplastos. La cepa silvestre se creci6 en Medio
Minimo con 2% de paja para analizar el punto maximo de
produccién de actividad celulolitica. La cuantificacién de
azucares reductores se realiz6 utilizando la técnica de
DNS.

Resultados. El gen Loos1 fue amplificado por PCR con
los oligos Exp-F y Exp-R y mediante digestion con BamHl|
y EcoRI fue subclonado en el vector pUEO8 para obtener
la construccion pTRLOL. Posteriormente se transformé la
cepa de Trichoderma reesei QM94/4 con la construccion
PTRLO1 mediante la técnica de protoplastos. La
integracién de la construccidon se comprob6 amplificando
por PCR el gen Loosl a partir de DNA genomico de la
cepa transformante (figura 1). El andlisis preeliminar
sobre la actividad celulolitica de la cepa silvestre de T.

reesei en paja de trigo al 2% nos indica que hay un
maximo de actividad especifica en el cuarto dia de
crecimiento. Figura 2.
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Fig. 1. Amplificacién por PCR del gen Loosl en una de las cepas
transformante de T. reesei. MP) Marcador de 100pb. 1) amplificacion
del gen Loos1.
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Fig. 2. Cuantificacion de la actividad celulésica de T. reesei en Medio
Minimo con 2% de paja de trigo.

Conclusiones. Se obtuvo una transformante de T. reesei
con la construccién pTRLO1 que ha sido comprobada
mediante PCR. Se estan realizando pruebas moleculares
para corroborar su expresion. Se observo que en cuarto
dia T. reesei produce mayor actividad celulolitica, lo que
nos permitird poder comparar a este dia la eficiencia de
los cocteles enziméticos tanto de la silvestre como de la
transformante sobre diferentes sustratos celuldsicos.
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