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Introducción. Saccharomyces cerevisiae  es la principal 
responsable de la producción de etanol durante la 
fermentación de mostos de agave para la producción de 
tequila. Frecuentemente la fermentación alcohólica es 
lenta e incompleta, probablemente causada por el 
transporte de hexosas (1), ya que Hxt1p es uno de los 
transportadores más importantes en condiciones 
fermentativas, y fuertemente inducida a altas 
concentraciones de glucosa durante la fase de 
crecimiento (2).  La sobreexpresión simultánea de 
enzimas glucolíticas se ha utilizado para incrementar la 
síntesis de etanol pero no ha tenido éxito.   

Objetivo. En este estudio los genes ADH1 y HXT1 
fueron colocados y expresados en una cepa de S. 
cerevisiae, con el objeto de mejorar la eficiencia 
fermentativa durante la producción de tequila. 

Metodología. Se aisló el ADN genómico de la cepa 
Saccharomyces cerevisiae AR5 de acuerdo a protocolos 
estándar y usados para aislamiento de secuencias de 
ADH1, HXT7 y HXT1. El plásmido del centrómero de la 
levadura pJRC34 se construyó por inserción de los 
fragmentos 3.3-kb HindIII, llevándo el gen de la 
fosfotransferasa HygB (3). El gen ADH1 y su promotor se 
recuperaron por PCR usando los oligonucleótidos 
olis5adh1sc y olias5adh1sc clonados en el vector TOPO 
pCR 2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)  y 
secuenciados.  Los cultivos de las cepas transformadas y 
no transformadas de AR5 se realizaron aeróbicamente 
en matraces erlenmeyer de 500 ml, conteniendo 200 ml 
de Medio YPD o A. tequilana  ajustado a 100 g de 
azúcares reductores/L con agitación por 18 horas a 30°C.  

Resultados y discusión. El crecimiento de las cepas 
recombinantes decreció ligeramente por el efecto de 
transformación, respecto al crecimiento de AR5.   En las 
cepas recombinantes A3 y A5 que contenían HXT1 se 
observó un descenso en el rendimiento Yx/s. El grado de 
sobreexpresión de los genes ADH1 y HXT1 varió entre 
las diferentes cepas recombinantes. Los niveles de 
transcripción se incrementaron cuando los genes ADH1 y 
HXT1  fueron sobreexpresados individualmente en las 
cepas transformadas A1 y A3, respectivamente. Por el 

contrario, los niveles de sobreexpresión disminuyeron 
cuando ambos genes fueron expresados 
simultáneamente en la cepa A5. La producción de etanol 
fue mas baja en la cepa A1, mientras que los 
rendimientos Yp/s para las cepas A3 y A5 se 
incrementaron respecto a la cepa AR5 con Agave 
tequilana. Los rendimientos Yp/s se incrementaron 
ligeramente en las 3 cepas recombinantes respecto a 
AR5 cuando el medio utilizado fue YPD (Cuadro 1).  La 
producción de glicerol se incrementó cuando el gen  
HXT1  fue sobreexpresado en las cepas transformadas 
A3 y A5 cuando se cultivaron en medio YPD y medio con 
Agave.     

Cuadro 1. Valores de producción, rendimiento y eficiencia de 
etanol presentados por las cepas de Saccharomyces cerevisiae 

crecidas en medio YPD y A. tequilana Weber variedad azul. 

Cepa Producción de 
etanol (g/L) Yp/s (g/g) Eficiencia (%) 

AR5-YPD 46.16±2.97 0.411±0.005 80.33±0.22 
A1-YPD 45.92±2.19 0.420±0.006 82.25±0.31 
A3-YPD 44.56±3.18 0.425±0.002 83.27±0.25 
A5-YPD 45.37±3.03 0.432±0.006 84.57±0.35 

AR5-Agave 43.65±2.05 0.456±0.006 89.40±0.33 
A1-Agave 35.85±2.45 0.393±0.005 76.88±0.99 
A3-Agave 43.03±1.98 0.473±0.003 92.61±0.14 
A5-Agave 41.77±2.01 0.482±0.007 94.29±0.35 

 
Conclusiones. La sobreexpresión simultánea de las 
proteínas Adh1p y  Hxt1p  incrementó los rendimientos y 
la eficiencia fermentativa cuando las cepas 
recombinantes se cultivaron en medio YPD y medio con 
Agave. 
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