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Introduccion. Con el deseo de sustituir los
combustibles fosiles por otros mas amigables para el
ambiente, se ha considerado al etanol como uno de
los mas importantes biocombustibles. Su produccion
se lleva acabo mediante la fermentacion de azlcares
de fuentes vegetales wusando Saccharomyces
cerevisae, 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 transcripcion de los
genes que codifican para las enzimas de la glicélisis
no provoca un aumento en la produccién de etanol (1).
El objetivo de este trabajo es saber cuales seran las
consecuencias de reducir la inhibicion de dos enzimas
clave, la hexocinasa (Hxk2) y la fosfofructocinasa
(Pfk1) sobre la velocidad de produccién de etanol.

Metodologia. Se construira una cepa de S. cerevisiae
modificada genéticamente, en la cual se integrara al
cromosoma el gen heter6logo SpHxk2 de
Schizosacchamoyces pombe el cual codifica para una
forma de hexocinasa insensible a inhibicion por
trehalosa 6-fosfato (2), bajo el promotor endogeno del
gen PFK2 (Fig. 1) Dicha cepa se transformard con un
plasmido de sobre-expresion que contenga el gen
mutante PFK1P728L el cual codifica para una forma
de Pfkl insensible a inhibicion por ATP (Figura 2) (3).
Se realizaran fermentaciones para evaluar el efecto de
las modificaciones genéticas sobre la velocidad de
produccidn de etanol.

Resultados. Se tratdé de expresar la SpHxk2 en
Saccharomyces cerevisiae en un plasmido de sobre-
expresién, sin embargo no se detecté aumento en la
activiad (Tabla 1) a pesar de que se detecté el mMRNA
del gen heterélogo. Es probable que el promotor no
fue el adecuado o que existe un mecanismo de
regulacién post-transcripcional.

Figura 1. Propuesta de la Construccién integrada para Hxk2.
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Figura 2. Plasmido pRS426 conteniendo el gen PFK1 con la
mutacién p728l

Tabla 1. Resultados de actividad para el plasmido de sobre-

expresion.
Actividad (umol/min mg)
BY4741/pRS426 27+0.6
BY4741/pDSpHXK2 26+0.6
hxk2A/pDSpHXK2 11+0.1
Hkx2/pRS426 1.1+0.2

Conclusiones. Si se logran realizar exitosamente
estas modificaciones, se espera lograr un aumento en
la velocidad de produccion de etanol.
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