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Introduccion. Ante la inminente escasez de petroleo, la
obtencién de nuevas fuentes de energia se ha tornado un
asunto de suma importancia en la sociedad actual.
Desde hace algunos afios, la via glicolitica en
Saccharomyces cerevisiae ha sido estudiada debido a su
gran importancia como productora de etanol y el uso de
éste como una opcidn viable de combustible alternativo
(). Sin embargo, no ha sido posible entender
completamente los mecanismos que regulan el flujo de
dicha via y la produccién de etanol. Se ha propuesto
entonces, que el principal control ejercido en el flujo de
la glicolisis, se encuentra modulado por tres enzimas:
hexocinasa (HXK), fructosa 6-fosfato cinasa tipo 1
(PFK1) y piruvato cinasa (PK). Si lo anterior es cierto,
cepas recombinantes con mecanismos de inhibicion
disminuidos, en este caso sobre PFK1, deberan tener un
mayor flujo glicolitico. Es sabido que la enzima
fosfofructocinasa tiene un importante papel en la
glucolisis y por tanto sobre la velocidad de produccién de
etanol. Esa enzima tiene una compleja regulacion
alostérica por diversos activadores e inhibidores.
Induciendo un cambio de prolina por leucina en el
aminoacido 728 de dicha enzima, se logra eliminar tanto
la inhibicién por ATP como la activacién por AMP y
fructosa 2,6 bifosfato (2).

El objetivo del presente trabajo es determinar si dichas
inhibiciones limitan la velocidad de produccién de etanol
en condiciones normales y de alto consumo de ATP
inducido por la presencia de benzoato.

Metodologia. Una vez obtenida la secuencia del gen
codificante para PFK1 en Saccharomyces cerevisiae, se
indujo una mutacion in vitro en el codon del aminoacido
728 cambiando prolina por leucina, incorporando este
gen mutante a un plasmido y transformandolo a la cepa
BY4741. Una vez obtenida la cepa que sobre-exprese
dicha enzima, se cultivara con y sin benzoato sodio 2mM,
para finalmente comparar las velocidades de produccion
de etanol.

Resultados.
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Fig. 1 Plasmido pRS426 conteniendo el gen PFK1 con la mutacién
P728L
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Fig. 2 Electroforesis de DNA mostrando plasmido pRS426 con el
inserto PFKP728L en el primer carril sin digerir, y cortado con Nhel
(carril 2). En el carril 3 se muestra un PCR del gen PFK1P728L

Conclusiones. Hasta el momento hemos tenido éxito en
la obtencion del gen PFK1P728L el cual presenta la
mutacién deseada, y estamos en espera de incorporar
dicho gen en Saccharomyces cerevisiae para obtener los
resultados acerca de la velocidad de produccion de
etanol.
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