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Introduccion. Debido a su importancia comercial e
industrial, diversos estudios se han enfocado en entender
la regulacién de la via glicolitica en Saccharomyces
cerevisiae. Sin embargo hasta la fecha no se han
entendido a fondo los mecanismos que regulan el flujo
glicolitico y la produccién de etanol. Actualmente se sabe
que el incremento en la transcripcién de los genes que
codifican para las enzimas de la glicélisis no provoca un
aumento en la produccion de etanol (1). Se considera
que el principal mecanismo de control del flujo es la
modulacién de la actividad enzimatica mediada por
sustratos, productos o metabolitos efectores (2). Sin
embargo no se han identificado las enzimas particulares
que limitan el flujo de la via in vivo. El entendimiento de la
regulacion de esta via permitird la construccion de cepas
modificadas genéticamente con mayor velocidad de
produccion de etanol.

El objetivo del presente trabajo es entender el efecto que
tienen sobre la velocidad de produccion de etanol, la
alteracién de la regulacién por metabolitos efectores
(activadores e inhibidores) de las enzimas hexocinasa
(Hxk2) y fructosa 6-fosfato cinasa tipo 1 (Pfk1), asi como
el aumento de la capacidad de transporte de glucosa y
de la demanda de ATP.

Metodologia. En una cepa de Saccharomyces cerevisiae
se expresaran de forma simultanea, una forma de Hxk2
insensible a inhibicién por trehalosa 6-fosfato (3), una
forma de Pfkl insensible a inhibicion por ATP (4) y se
sobre-expresara el transportador de glucosa Hxtl. Se
comparara la velocidad de produccion de etanol con una
cepa silvestre bajo condiciones de alta demanda de ATP
inducida por benzoato de sodio en el medio.

Resultados. Hasta el momento hemos expresado el gen
SpHXK2 de Schizosaccharomyces pombe el cual codifica
para una forma de Hxk2 insensible a inhibicion por
trahalosa 6-fosfato en un plasmido de sobre-expresién en
la cepa BY4741 de S. cerevisiae. A pesar de que se
detecté el correspondiente mRNA, no se detectd
aumento en la actividad enzimatica, lo que sugiere que
existe un mecanismo de regulaciéon post-transcripcional
gue limita la actividad de la proteina heterdloga.

En relacién al transporte de glucosa, se sobre-expreso el
gen HXT1 y la velocidad de transporte de glucosa
aumento solamente al doble, sin que ello alterara la
velocidad de produccion de etanol.

En relacién la Pfkl, hemos clonado en un vector de
sobre-expresion el gen mutante PFK1P728L el cual
codifica para una forma de la enzima insensible a
inhibicion por ATP y adn no hemos determinado la
velocidad de producciébn de etanol en la cepa
transformada con dicho plasmido.

Hasta el momento la Unica alteracién que ha tenido un
efecto significativo sobre la produccién de etanol ha sido
el aumento en la demanda de ATP con el uso de 2 mM
de benzoato de sodio en el medio (Fig.1).
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Fig. 1. Efecto del benzoato de sodio (2mM) sobre la velocidad de
produccioén de etanol. WT sin benzoato (®), con benzoato(O).

Conclusiones. Hasta el momento la Unica alteraciéon que
ha aumentado la velocidad de produccion de etanol ha
sido el aumento en la demanda metabdlica de energia.
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