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1. RESUMEN 

Debido a  s u i mportancia c omercial e i ndustrial, di versos es tudios s e h an 

enfocado en entender l a r egulación de l a v ía g licolítica en Saccharomyces 

cerevisiae. Sin em bargo hasta la f echa n o se han ent endido a f ondo los 

mecanismos q ue r egulan el  flujo g licolítico y  l a pr oducción de et anol. 

Actualmente se sabe que el  i ncremento en la t ranscripción de los genes que 

codifican para l as en zimas de l a g licólisis no pr ovoca un au mento en la 

velocidad de producción de etanol 

Se ha propuesto al transporte de glucosa como uno de los componentes más 

importantes q ue d eterminan l a velocidad de pr oducción d e et anol. Se ha 

determinado el  g rado de c ontrol metabólico ejercido p or e l transportador d e 

hexosas en Saccharomyces Bayanus en fase di auxica, en do nde obt uvieron 

como resultado un c oeficiente de c ontrol de 1.04, lo cual indica que el control 

metabólico en es tas c ondiciones r ecae c ompletamente en el t ransporte d e 

glucosa a través de la membrana plasmática. 

Se c onoce también q ue l a s obre-expresión del  t ransportador HXT1 en un a 

cepa de Saccharomyces cerevisiae en un medio con 5% de g lucosa, da como 

resultado un aumento del 15% en la velocidad de producción de etanol. 

 Por otra parte se ha observado que el aumento en la demanda de ATP, genera 

que el flujo glicolítico se vea aumentado hasta dos veces. 

Actualmente s e r econoce q ue es  necesario ut ilizar di versas es trategias 

genéticas para la generación de cepas con mayor velocidad de producción de 
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etanol. Es por es to que en nuestro grupo de t rabajo se propuso combinar un 

aumento en l a c apacidad de  t ransporte de  glucosa c on u n i ncremento en l a 

demanda de ATP, para estudiar el efecto de estas dos modificaciones sobre el 

flujo glicolítico. Esto s e l ogró modificando a una  c epa d e l a l evadura c on u n 

plásmido que s obre-expresará al t ransportador HXT1 (pCHxt1) y  hac iéndola 

crecer en un medio con 2 mM de benzoato de sodio. Los resultados obtenidos 

indican q ue n o hay  di ferencia en la producción d e et anol e ntre l a c epa 

recombinante ( pCHxt1) y  l a c epa s ilvestre ( BY4741). S in em bargo c uando  

estas c epas c recen en u n m edio c on 2mM de be nzoato de s odio h ay u n 

aumento en la velocidad de producción de etanol y en el rendimiento de la vía. 

Por otro lado se midió y comparó la velocidad de t ransporte de g lucosa de la 

cepa silvestre y recombinante; se observa que hay un aumento significativo en 

la velocidad de transporte en la cepa recombinante. 

Estos r esultados i ndican, q ue el  t ransporte de g lucosa en es tas c ondiciones 

está excedido, por lo cual se concluye que esté no es una etapa limitante en la 

vía.  

Es nec esario q ue a  par tir de es tos ex perimentos s e bus quen n uevas 

herramientas para continuar  el estudio de la vía glicolítica, con las cuales se 

puedan generar cepas con una mayor velocidad de producción de etanol. 

 

2. ANTECEDENTES 

2.1. BIOETANOL 

Debido a la disminución de las reservas de  combustibles fósiles y energías no 

renovables y  al  i mpacto n egativo de es tos s obre el m edio ambiente, es  

necesario, la búsqueda d e fuentes al ternativas de e nergía. La  f uente más 
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común de energía renovable es el etanol generado a partir de l a fermentación 

de azúcares de fuentes vegetales. (Hahn-Hägerdal, 2006) 

El bioetanol o al cohol et ílico es  u n bi ocombustible l íquido pr oducto d e l a 

fermentación de azúcares provenientes de fuentes vegetales (biomasa), que es 

llevada a c abo por  l a ac ción de microorganismos pr incipalmente l evaduras 

como Saccharomyces cerevisiae. E s el bi ocombustible m ás pr oducido e n el  

mundo, en la actualidad su producción representa el 94% de la producción total 

de bi ocombustibles d el m undo (Balat et al, 2008). Actualmente B rasil y  

Estados Unidos ocupan los primeros lugares en producción de éste. 

La producción de etanol en México es marginal, sin embargo la introducción de 

éste como combustible generaría grandes beneficios: generación de e mpleos, 

desarrollo d e l a ec onomía r ural, m ejora de l a s eguridad ener gética, 

conservación de l os r ecursos pe trolíferos, desarrollo c ientífico y  t ecnológico, 

entre otros. N o s e espera q ue el  bioetanol r emplace  completamente a l a 

gasolina del mercado, s ino s e d esea q ue é ste pueda al argar l os r ecursos 

petrolíferos y  s e a horre g asolina p ara el  futuro. 

(http://www.sener.gob.mx/webSener/res/PE_y_DT/pub/Biocombustibles_e

n_Mexixo_Estudio_Completo.pdf). 

Algunos de l os mayores r etos s on hidrolizar ef icientemente l os r esiduos 

linocelulósicos, eliminar inhibidores producidos en la hidrólisis como acetatos y 

furfurales as í como  optimizar l os pr ocesos fermentativos, y  una de l as 

estrategias es mejorar l a c apacidad fermentativa d e l os m icrorganismos 

involucrados en  es to. Debido a  esto, en es te proyecto se buscó obtener una 

cepa de Saccharomyces cerevisiae, modificada genéticamente, que tuviera una 

velocidad de producción de etanol mayor que la cepa silvestre. 

http://www.sener.gob.mx/webSener/res/PE_y_DT/pub/Biocombustibles_en_Mexico_Estudio_Completo.pdf
http://www.sener.gob.mx/webSener/res/PE_y_DT/pub/Biocombustibles_en_Mexico_Estudio_Completo.pdf
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2.2. GLICÓLISIS  

La g licólisis es  u n r uta c entral del c atabolismo de l a glucosa, en es tá se 

degrada  glucosa en  una s erie de  r eacciones c atalizadas enz imáticamente, 

generando pi ruvato y  A TP. En Saccharomyces cerevisiae, el pi ruvato es  

convertido principalmente a etanol 

La glicólisis consta de dos fases: La fase preparatoria y la fase de beneficios. 

En l a fase pr eparatoria, s e i nvierte A TP para c onvertir l a g lucosa en el 

intermediario f osforilado f ructosa 1,6-bifosfato y  a  c ontinuación se r ompe el  

enlace c arbono-carbono e ntre C -3 y C -4 dando dos  m oléculas de t riosas 

fosfato. 

En la fase de beneficios cada una de las moléculas de gliceraldehído 3-fosfato 

derivadas de l a g lucosa se ox idan en el  C -1; l a energía de es ta reacción de 

oxidación s e c onserva en forma de N ADH y  un enl ace ac il fosfato d el 1 -3 

bifosfoglicerato. Este compuesto t iene un potencial de t ransferencia del grupo 

fosfato el evado y en una fosforilación a ni vel s ustrato c atalizada por  l a 

fosfoglicerato c inasa se t ransfiere el grupo fosfato al  ADP formando ATP y 3- 

fosfoglicerato. E l reordenamiento de los átomos en el  3-fosfoglicerato c on 

pérdida de agua da lugar al fosfoenolpiruvato, otro compuesto con potencial de 

transferencia del  g rupo fosfato el evado. El f osfoenolpiruvato da un g rupo 

fosfato al  ADP formando A TP en  la s egunda fosforilación a  ni vel s ustrato; el  

otro producto de esta reacción es el piruvato, que es el producto final de la fase 

de beneficios de la glicólisis. 
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La ecuación global de la glicólisis es: 

OHATPHNADHpiruvatopADPNADaGlu i 222222222cos ++++→+++ ++  

El pi ruvato constituye un punto importante de ramificación metabólica. En los 

organismos aeróbicos o t ejidos, baj o c ondiciones aeróbicas l a g licólisis es  l a 

primera etapa de la degradación completa de la glucosa. El piruvato se oxida a 

CO2 con l a pér dida d el g rupo c arboxilo pa ra t ransferir el  gr upo acetilo a l a 

coenzima A para producir acetil-coenzima A, posteriormente el grupo acetil es 

oxidado completamente a CO2 por el ciclo del ácido cítrico. Los electrones que 

se forman de estas oxidaciones son pasados al O2 a través de una cadena de 

acarreadores en l a mitocondria par a formar H 2O. E sto l leva a l a s íntesis de  

ATP en la mitocondria.  

La s egunda r uta del  piruvato es  l a r educción en un s olo pas o a l actato v ía 

fermentación ác ido láctica, llevada a cabo por al gunas bac terias y t ejidos 

hipóxicos.  L a tercera ruta pr incipal del catabolismo del pi ruvato conduce a la 

síntesis de etanol. (Lehninger, 2005) 

 

2.3.  METABOLISMO DEL CARBONO EN Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae ha sido descrita como un microorganismo anaerobio 

facultativo, lo cual significa que es capaz de proliferar en t anto en condiciones 

aerobias como en condiciones anaerobias. Es capaz de utilizar un amplio rango 

de metabolitos: mono-, di- y  oligosacáridos, etanol, acetato, glicerol, piruvato y 

lactato. La g lucosa es el metabolito favorito de está para el abastecimiento del 

carbono y su modo preferido de metabolismo es la fermentación por medio de 
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vía Embden- Meyerhof, l a c ual g enera c omo m etabolito final etanol Fig. 2.1. 

(Dickinson, 1999) 

 

Fig. 2.1 Metabolismo del carbono en Saccharomyces cerevisiae, vía Embden- 

Meyerhof. HXK: Hexocinasa ; PGI: Fosfoglucosa isomerasa; PFK: Fosfofructo 
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cinasa; FBA: Fructosa 1,6-bifosfato aldolasa;  TPI: Triosa fosfato isomerasa; 

TDH: Gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenasa; PGK: Fosfoglicerato cinasa; 

GPM: Fosfoglicerato mutasa; ENO: Enolasa; PYK: Piruvato cinasa; PDC: 

Piruvato descarboxilasa; ADH: Alcohol deshidrogenasa..  Inhibidores 

 Activadores. 

Dada l a i mportancia de es ta fermentación, des de hac e déc adas s e han 

intentado d esarrollar c epas c on mayor c apacidad fermentativa, es  dec ir c on 

mayor producción de etanol (Shaaff, 1989; Larsson, 2000). D iversos g rupos 

han es tudiado la v ía y  ac tualmente se sabe, que la regulación transcripcional 

de los genes que codifican para las enzimas de la glicólisis juega un papel poco 

relevante en l a modulación d el f lujo y  en l a c oncentración d e i ntermediarios. 

(Daran-Lapujade, 2007) 

 Se considera que el principal mecanismo de control del flujo es la modulación 

de l a ac tividad e nzimática m ediada p or s ustratos, pr oductos o m etabolitos 

efectores. S in e mbargo no s e h an i dentificado l as e nzimas par ticulares q ue 

limitan el  flujo de l a vía in vivo. E l entendimiento de la regulación de esta vía 

permitirá l a c onstrucción d e c epas m odificadas genéticamente c on m ayor 

velocidad de producción de etanol. 

Se ha propuesto que hay tres enzimas cuya modulación es determinante para 

regular el flujo de la glicólisis: la hexocinasa (HXK), la fructosa 6-fosfato cinasa 

tipo 1 ( PFK1) y  l a pi ruvato cinasa (PK). Sin  em bargo l a s obreproducción 

individual y  s imultanea d e es as e nzimas g licolíticas, no i ncrementan el  flujo 

glicolítico o el  i ncremento es peq ueño (Schaaf, 1989). Es por  e sto q ue el  

transporte de g lucosa s e ha pr opuesto como u no d e l os pr ocesos m ás 



16 
 

importantes que determinan l a velocidad de deg radación de g lucosa y  por  l o 

tanto la velocidad de producción de etanol. (Elbing, 2004) 

 

2.4.  TRANSPORTE DE HEXOSAS DENTRO DE LA LEVADURA. 

En Sacharomyces cerevisiae  las hexosas s on t ransportadas por di fusión 

facilitada m ediante transportadores de hex osas (HXT). E stos di fieren 

considerablemente en  l a es pecificad h acia el  s ustrato y  en  la af inidad. La 

presencia de  múltiples t ransportadores d e glucosa no es s orpresa, d ebido a 

que es ta l evadura puede c recer e n u n a mplio r ango de c oncentraciones de 

glucosa. (Elbing, 2004; Özcan, 1999) 

Sin embargo de l os 20 g enes per tenecientes a l a f amilia  HXT, solo s iete 

codifican para proteínas funcionales de transportadores de glucosa. Una cepa 

donde fueron eliminados estos siete genes (de HXT1 a HXT7), fue incapaz de 

crecer en glucosa, f ructosa o m anosa y no presentaba f lujo glicolítico (Boles, 

1997; Reifenberger, 1997). La introducción de c ualquiera de es tos genes en 

esta m utante es s uficiente para p ermitirle c recer en g lucosa. HXT2, HXT6 o 

HXT7 eran suficientes para permitirle a l a levadura crecer en c oncentraciones 

de glucosa de 0.1%, lo cual sugiere que estos codifican para t ransportadores 

de alta afinidad; mientras que la introducción de los genes HXT1, HXT3 o HXT4 

permitían a esta crecer solo en concentraciones altas de glucosa (mayor a 1%) 

(Reifenberger, 1997), es decir que estos genes codifican para transportadores 

de baja afinidad. 

Debido a es to s e c onoce q ue l a l evadura c uenta c on dos  sistemas d e 

transporte de hexosas (de alta y baja afinidad) y que los transportadores Hxt1p, 

Hxt2p, Hxt3p, Hxt4p, Hxt6p y Hxt7p son los más importantes en la captación de 
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glucosa. Hxt1p y Hxt3p son transportadores de baja afinidad (Km para glucosa, 

~50 a 100mM), Hxt4p es un transportador de baja afinidad moderada, y Hxt2p, 

Hxt6p y  Hxt7p s on t ransportadores de alta a finidad ( Km par a glucosa ~1 a  

4Mm). (Özcan, 1999; Rossi, 2010) 

Concentraciones altas de g lucosa median la represión de g enes que codifican 

para transportadores con afinidades altas e intermedias, y al mismo tiempo se 

induce a la expresión de los genes que codifican para los t ransportadores de 

baja a finidad. Específicamente HXT1 y  HXT3, los cuales son t ransportadores 

predominantes en los medios con concentraciones de g lucosa 4% o 222 mM. 

En estas condiciones y en aus encia de oxígeno la velocidad de fermentación 

alcohólica es muy alta. 

 

2.5. CONTROL METABÓLICO DEL TRANSPORTADOR DE GLUCOSA 

SOBRE LA VÍA GLICÓLITICA Y LA PRODUCCIÓN DE ETANOL. 

El t ransporte de g lucosa, la hexocinasa, fosfofructocinasa y la piruvato cinasa 

se han propuesto como los principales puntos de control sobre el flujo glicolítico 

en Saccharomyces cerevisiae. 

Schaaf et  al. Realizaron un es tudio e n el  c ual s e s obre-expresaron oc ho 

enzimas glicolíticas de m anera i ndividual y  s imultanea, l as c uales 

incrementaron su actividad de 3 a 13 veces. Sin embargo como se muestra en 

la figura 2.2 no hay una diferencia significativa en la producción de etanol y por 

lo tanto en el flujo glicolítico  entre la cepa silvestre y las cepas recombinantes.  

También se r ealizó u n es tudio en donde s e s obre-expresaron siete enz imas 

simultáneamente  de la parte baja de la vía glicolítica, a partir de la G3PHD, y 

al i gual q ue e n el  estudio anterior no  hu bo i ncremento en l a v elocidad de  
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producción de e tanol. (Hauf J., 2000) Con l o c ual s e c oncluye q ue l a 

concentración de las enzimas en la cepa silvestre está excedida y por lo tanto 

dichas enzimas no son una etapa limitante en el flujo glicolítico.  

 

 

Figura 2.2 Curvas de crecimiento y producción de et anol. (Schaaf et al. 1989). 

WT: C epa S ilvestre; P GI: Fos foglucosa i somerasa; PFK: F osfofructocinasa; P YK: 

Piruvato c inasa; P GK: F osfoglicerato cinasa; G PM: F osfoglicerato m utasa; 

HXK: H exocinasa; P DC: P iruvato des carboxilasa; ADH: A lcohol 

deshidrogenasa. 

 

Debido a estos resultados y a que se ha considerado al transporte de glucosa 

como uno de los pasos limitantes en la producción de etanol, se han realizado 

estudios de análisis de control metabólico del transportador de glucosa sobre la 

vía de la glicólisis. 

Se realizó un es tudio para determinar el grado de control metabólico ejercido 

por el  t ransportador de h exosas en  Saccharomyces bayanus, e l estudio s e 
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realizó en fase diauxica, es decir cuando hay una c oncentración muy baja de 

glucosa en el medio, y se calculó el coeficiente de control ejercido por éste. 

Se r ealizó una g ráfica de  flujo c ontra v elocidad máxima, donde el flujo s e 

refiere a l a v elocidad de  consumo d e g lucosa, de esta g ráfica s e obtuvo el 

coeficiente de control calculando la pendiente de la recta, de acuerdo al análisis 

de control metabólico el coeficiente de control puede estar en un rango de entre 

0 y 1, dando como valor 1 al paso limitante en la vía. El coeficiente de control 

que se obtuvo de acuerdo a la gráfica 2.3 fue de 1.04, lo cual indica que todo 

control del f lujo glicolítico está en el  t ransporte de g lucosa a t ravés de l a 

membrana pl asmática. E n o tras p alabras, el transporte d e g lucosa en estas 

condiciones es el paso limitante de la vía. (Diderich J., 1999) 

 

 

Figura 2.3 Gráfica de análisis de control metabólico. Doble logaritmo flujo vs 

velocidad máxima. Cglic
trans; Coeficiente de control de flujo. 

También se realizó un es tudio donde se sobre-expresaron los transportadores 

de g lucosa HXT1 y HXT7 de manera i ndividual, e n es te es tudio s e des eaba 

conocer s i l a s obre-expresión de es tos t ransportadores t endría un e fecto 

Cglic
trans: 1.04 
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significativo sobre la producción de etanol. Esta sobre-expresión fue realizada 

con un a c onstrucción i ntegrada al c romosoma. D e ac uerdo a este es tudio 

cuando s e s obre-expresó el t ransportador HXT1, e n u n m edio con 5%  de  

glucosa hay un incremento significativo de 15% de etanol, sin embargo cuando 

dicha c epa c rece en un medio  con 2 % de g lucosa n o h ay di ferencia 

significativa en  l a producción d e etanol, entre l a c epa s ilvestre y  l a c epa 

recombinante. (Rossi, 2010) 

 

2.6  BENZOATO DE SODIO PARA INCREMENTAR LA DEMANDA DE ATP.  

Se ha pr opuesto q ue l os pr ocesos d e c onsumo de ATP j uegan un p apel 

importante en el control de flujo glicolítico.  

En Escherichia coli, se ha demostrado experimentalmente que el mayor control 

de f lujo glicolítico, mayor al 75%, reside en la demanda de ATP, de donde se 

calculó el  c oeficiente de c ontrol d e flujo el  c ual t iene un v alor de 0. 96. 

(Koebmann B., 2002)  

En Saccharomyces cerevisiae  se han r ealizado es tudios p ara d eterminar el  

efecto que t iene el acido benzoico en l a demanda de ATP y en flujo de l a vía 

glicolítica. 

Se ha o bservado que a bajas concentraciones de be nzoato de sodio (más de 

0.4mM) hay  u n i ncremento en  l a producción de etanol; s in embargo a  al tas 

concentraciones  (mayores a 2. 5 m M) l a pr oducción de e tanol di sminuye 

significativamente. (Warth A., 1991.) 

En otro estudio se observó que añadiendo 2mM de benzoato de sodio hay un 

incremento en el  flujo g licolítico de  has ta dos  veces en un medio anaerobio 

(figura 2.4). (Daran- Lapujade P. et al, 2007) 
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Fig. 2.4 Medición de flujos a través de las enzimas glicoliticas en medio aerobio 

(barras blancas), medio anaerobio (barras grises) y medio anaerobio con 2mM 

de benzoato de sodio (barras negras) 
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3. HIPÓTESIS 

Si el  t ransporte de g lucosa es  u no de l os pr ocesos m ás i mportantes q ue 

determinan l a v elocidad d e pr oducción de etanol e n pr esencia de 2mM de 

benzoato de  sodio, l a sobre-expresión de l t ransportador de g lucosa HXT1 en 

Saccharomyces cerevisiae aumentará la velocidad de producción de etanol.  

 

4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GENERAL  

Determinar el efecto de la sobreexpresión del transportador de g lucosa Hxt1 y 

la demanda de ATP  sobre l a velocidad producción de e tanol en la l evadura 

Saccharomyces cerevisiae. 

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Construcción d e un a c epa r ecombinante e n l a c ual s e s obre-exprese el  

transportador de glucosa Hxt1 

2. Comparar los niveles de transcripción del gen HXT1, entre la cepa silvestre 

y la cepa recombinante. 

3. Comparar la pr oducción de  pr oteína H xt1 entre l a c epa s ilvestre y  l a 

recombinante. 

4. Comparación de las capacidades fermentativas entre la cepa recombinante 

y la cepa silvestre en ausencia y presencia de 2mM de benzoato de sodio. 

5. Medición del transporte de glucosa de la cepa recombinante. 
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5. METODOLOGÍA 

 

Diseño  de 
oligonucleotidos 

especificos para HXT1. 

Extracción de DNA 
genómico de cepa BY4741 

de Saccharomyces 
cerevisiae

Amplificación del gen por 
medio del PCR. 

Electroforesis en gel de 
agarosa para comprobar 

el PCR.

Purificación  del gen HXT1
y electroforesis en gel de 
agarosa, para comprobar 
la purificación del mismo.

Ligación del gen al vector 
de clonación pJET con 

DNA ligasa. 

Transformación de pJET 
con el gen HXT1 clonado 

a bacterias  E. coli
competentes.

Comprobación de clonas 
positivas y aislamiento del  

plásmido.

Digestión de los 
plásmidos pJET-HXT1 y 

pRS426, con la enzima de 
restricción Not I

Purificación de los 
productos de digestión: 

gen HXT1 y plásmido 
multicopia pRS426.

Ligación del gen HXT1 al 
plásmido multicopia 

pRS426.

Transformación de 
pRS426 con  el gen HXT1

clonado a bacterias 
competentes.

Comprobación de clonas 
positivas y aislamiento de 

plásmido.

Secuenciación del gen
Inserción del plásmido a 

la levadura Sacharomyces 
cerevisiae

Extracción de RNA y 
proteína de las cepas wt y 
pCHxt1 para corroborar la 
sobre-expresión  del gen.

Fermentaciones de la 
cepa pCHxt1 y wt,  con y 
sin 2 mM de benzoato de 

sodio.

Comparación del 
transporte de glucosa 

entre la cepa pCHxt1 y wt.

Cuantificación de la 
concentración de glucosa 

en el medio.
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Se realizó una construcción genética, donde se insertó el gen del transportador 

de g lucosa de baj a a finidad HXT1 en un plásmido multicopia p ara l evadura 

pRS426, para lograr la sobre-expresión de éste. Posteriormente, se comprobó 

la s obre-expresión d el g en, m ediante l a cuantificación s emicuantitativa d el 

mRNA y la proteína. 

Una vez comprobada la sobre-expresión del gen  se realizaron fermentaciones 

con y  s in benz oato de s odio par a c onocer s i l a velocidad de pr oducción d e 

etanol aumenta, y por último se realizó el experimento de transporte para saber 

si l a pr oteína s obre-expresada es  funcional y  s i por l o t anto l a c epa 

recombinante (pCHxt1) tendrá una mayor velocidad de transporte de glucosa. 

5.1. Diseño de oligonucleótidos 

Se o btuvo l a s ecuencia de l g en HXT1 a través de una  base de  datos de l a 

levadura Saccharomyces cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/), y  c on 

dicha secuencia se diseñaron los oligonucleótidos para posteriormente realizar  

la PCR.  

Los ol igonucleótidos se di señaron utilizando u na herramienta e n línea 

(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Estos deben s er 

iniciadores c ortos, c omplementarios a l a secuencia d el g en a amplificar y   

deben tener las siguientes características: 

1. Terminar en G o C, con una longitud de cadena de 20 a 24 nucleótidos 

2. Deben tener un porcentaje superior al 40% de guanina-citosina 

3. Tm ajustada a Sal de 65 a 70ºC. Este es un punto muy importante en la 

realización de l os ol igonucleótidos, y a q ue en el  al ineamiento d e l os 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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mismos con la cadena de DNA en la PCR, se requerirá una temperatura 

alta, aproximadamente de 60 a 65ºC para favorecer la especificidad. 

4. Sin puntas complementarias. 

 

5.2. Extracción del DNA genómico de Saccharomyces cerevisiae 

Se inocularon las levaduras en  un matraz con 50 m L de  medio YPD (1% de 

extracto de levadura, 2% peptona de caseína y 2% de dextrosa anhídrida) toda 

la noche. S e c osecharon c entrifugándolas a 3000  rpm por  5 minutos. S e 

desechó el  sobrenadante y s e resuspendió con 5 00µL d e ag ua estéril. Se  

centrifugó nuev amente durante 10 segundos y s e desechó el s obrenadante. 

Posteriormente se ag regaron 200µL de una s olución d e Tritón X -100 al  2%, 

SDS 1% , N aCl 100M m, Tris-HCl 1 0Mm p H 8  y  Na -EDTA 1 mM y 200µL d e 

fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1), se añadieron 0,3g  de perlas de 

vidrio  y se agitaron con ayuda del vortex  5 minutos para romper las levaduras. 

Se l e ag regaron 200µL d e  amortiguador  TE. Se centrifugó nu evamente a  

14000 rpm y se colectó la fase acuosa evitando tocar las otras dos fases. Se 

lavó dos veces más con la solución de f enol- cloroformo- isoamílico sin perlas 

de vidrio, para tener un t otal de 3 l avados. Posteriormente se agregó 1mL de 

etanol  al 100% y se mezcló por inversión, nuevamente se centrifugó a 14000 

rpm por 4 minutos, se desechó el sobrenadante y el  pel let se resuspendió en 

400µL de TE y 10 µL de RNAasa (10mg/mL) se  incubó 30 minutos a 37ºC y se 

agregó 10µL de acetato de amonio(4M) y 1mL de etanol (100%), se mezcló por 

inversión y se centrifugó a 14000 rpm 2 minutos, se desechó el sobrenadante y 

se dejó secar el pellet por 30 minutos para evitar que quedaran restos de etanol 

en el pellet. Finalmente se resuspendió en 50µL de agua destilada estéril. 
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5.3. Amplificación del gen mediante PCR. 

Una v ez obt enido el D NA g enómico de Saccharomyces y c on l os 

oligonucleótidos diseñados, se realizó la amplificación del gen que codifica para 

el t ransportador de g lucosa HXT1 por medio de l a reacción en cadena de l a 

polimerasa. S e utilizó c omo t emplado el D NA g enómico d e l a l evadura y  los 

oligonucleótidos. Las condiciones de la reacción fueron las siguientes: 

H2O 22.5 µL 

Buffer pfu 10x 5 µL 

MgSO4 25mM 5 µL 

DNA genómico 1 µL 

Primer HXT1NotIFo  5 µL 

Primer HXT1NotI Re 5 µL 

dNTP’s 1 µL 

Pfu 0,5 µL 

Total 50 µL 

 

La reacción se llevó a cabo en un termociclador, el cual fue programado de la 

siguiente manera: 

 

PROGRAMA DE PCR PARA EL GEN HXT1 

 Temperatura (ºC) tiempo (min) 

1 95 2 

2 95 1 

3 60 1 
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4 72 2,5 (repetir pasos 2,3 y 4 por 

34 ciclos adicionales) 

5 72 10  

6 4 Pausa 

 

 

En cada uno de los ciclos del PCR ocurre lo siguiente: 

1. Se activa por calor la Pfu DNA polimerasa, a una t emperatura de 95ºC 

durante dos minutos y se separan las hebras del DNA- templado. 

2. Se mantiene la temperatura a 95ºC un minuto más para que  continúe la 

desnaturalización del DNA, es ta etapa de desnaturalización se repetirá 

cada ciclo 

3. Se inicia el  al ineamiento de los ol igonucleótidos; se debe enfriar a una 

temperatura de 60ºC, es ta t emperatura s e obt uvo de l a Tm de l os 

oligonucleótidos, s e t omó la t emperatura aj ustada a s al más baja a l a 

cual se le restan 5ºC. Es necesario que esta temperatura sea alta, para 

que se evite la hibridación de los iniciadores a otros sitios del genoma. 

4. La D NA pol imerasa al arga l os ol igonucleótidos i niciadores, par a 

sintetizar la cadena complementaria. Se utiliza una temperatura de 72ºC 

porque en ésta es donde la enzima tiene mayor actividad. 

5. Esta etapa de extensión final se hace para completar algún producto de 

PCR que haya quedado incompleto. 
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5.4.  Electroforesis en gel de agarosa. 

Para comprobar que el producto del PCR era el gen que se deseaba amplificar, 

se hizo correr en un gel al 0.8% de agarosa con un volumen de 100 mL totales 

y  se le agregaron 6µL de Bromuro de etidio, agregándole a la muestra azul de 

bromofenol como indicador de corrida.   

En este gel también se corrió un marcador de peso molecular de 1kb el  cual 

nos indicó el tamaño del producto de PCR. El gel se colocó en una cámara de 

electroforesis, la cual contenía buffer TBE 0.5x (44.6 mM Tris, 1mM EDTA y 45 

mM de ácido bórico) y se le aplicó una corriente de 100 volts. 

Finalmente par a po der obs ervar el r esultado d el g el, s e ut ilizó un 

transiluminador de l uz U.V, debido a q ue el bromuro de e tidio se intercala en 

las bases del DNA y es fluorescente cuando se expone a este tipo de luz. 

 

5.5.  Purificación del gen HXT1 

Una v ez c omprobado, m ediante electroforesis, q ue el  pes o d el f ragmento 

correspondía al  número de bases del  gen, se cortó la banda y  se pur ificaron 

con el kit  wizard  SV gel and PCR clean up system (promega) que consiste en 

los siguientes pasos: 

-Se adicionaron 10µL de membrane binding solution (Isotiocinato de guanidina 

y acetato de potasio) por cada 10 mg de gel de agarosa.  

-Se incubaron a 65ºC durante 10 minutos para  disolver completamente el gel.  

-Se t ransfirió el g el di suelto a u na columna y  s e dej ó reposar a t emperatura 

ambiente durante un minuto.  
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-Posteriormente se centrifugó a 14000 rpm,  se descartó el sobrenadante y se 

adicionaron 700µL de m embrane wash s olution ( Acetato de  po tasio, E DTA y  

etanol) para lavar la columna.  

-Nuevamente se centrifugó y  se l avó l a columna una vez m as con 500µL de 

membrane wash solution, descartando el sobrenadante una vez más.  

-La columna se centrifugó de nuev o un minuto  a 14000 rpm. para permitir la 

evaporación del etanol que pudiera quedar en la columna.  

-Finalmente se eluye  con 40µL de agua libre de nucleasas. 

El f undamento d e l a t écnica es q ue al  c alentar l a m ezcla c on l a s olución 

membrane bi nding el  gel se disuelve y  el  DNA es  liberado,  posteriormente 

siendo atrapado al  s er transferido en l a c olumna. L a s olución m embrane 

binding  y la agarosa son eliminados durante los lavados con membrane wash 

solution. Finalmente el DNA es recuperado al ser resuspendido en agua. 

 

5.6.  Ligación del gen HXT1 al vector pJET 

Una v ez q ue s e obtuvo el g en pur o s e r ealizó una l igación al  vector pJ ET 

(Fermentas). La r eacción se realizó añadiendo 10µL de b uffer de reacción 2x, 

4µL de producto de PCR, 5µL de agua libre de nuc leasas y 1µL blunting DNA 

enzyme. Esta mezcla se incubó a 70ºC por 5 min y  s e enfrió rápidamente en 

hielo. Posteriormente se le añadió 1µL del vector pJET  y T4 DNA ligasa y se 

incubó a temperatura ambiente durante 5 min. 

Este vector fue de gran utilidad debido a  que  contiene un gen que es letal, el 

cual sólo puede ser interrumpido por la ligación del inserto de DNA  al  sitio de 

clonación, por esta razón al insertar el  vector a l as bacterias competentes los 

falsos positivos son casi nulos.  
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5.7.  Transformación de bacterias 

Se descongeló u na alícuota d e 200µL de bac terias c ompetentes y s e le  

añadieron  20µ L de l a mezcla de ligación, para pos teriormente incubarlas 30  

minutos en hielo; después de esta incubación  las bacterias se sometieron a un 

choque t érmico, se incubaron a 42 ºC durante 4 5 s egundos y  des pués se 

colocaron en hielo 2 minutos. La incubación a 42 ºC permite que la membrana  

se haga más permeable y que el plásmido pueda entrar a la célula, el colocar a 

las células 2 minutos en hielo hará que los poros existentes en la membrana de 

las bacterias competentes se cierren evitando así la salida del plásmido. 

Finalmente s e a ñadieron 800 µL de m edio LB  ( 0,5% ex tracto de l evadura, 

1%NaCl y 1% de triptona) y se incubaron a 37ºC durante 1 hora, esto con el fin 

de que las bacterias se recuperen del tratamiento térmico. 

Para s eleccionar l as bac terias t ransformantes, s e c osecharon l as c élulas a  

3500rpm 5 m inutos, s e elimina el ex ceso de m edio y se resuspende e n el 

volumen r esultante. S e pl atearon l as bac terias en m edio LB  sólido  c on 

0,1mg/mL de ampicilina y se incubaron a 37ºC toda la noche. Debido a que el 

plásmido contiene un g en d e r esistencia a a mpicilina, el  c ual ay uda a l a 

degradación de la misma, solo crecerán las bacterias transformantes. 

 

5.8.  Extracción del plásmido. Mini prep 

Se picaron seis colonias y se resembraron en medio LB líquido con ampicilina, 

se dejaron crecer  t oda la noche y posteriormente se realizaron minipreps con 

el k it Wizard P lus SV M inipreps D NA Purification S ystem (Promega); se 

centrifugaron las bacterias a 3500 rpm por 5 min y el sobrenadante se desechó, 

al pel let de c ada u na de l as c olonias pi cadas se le ag regó 250µL de una 
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solución  para l isis d e c élulas ( 0,2M N aOH y  1% SDS), s e i ncubó d urante 5  

minutos, p osteriormente s e l e ag regó una solución d e pr oteasa alcalina y s e 

incubó por 5 m inutos, f inalmente s e aña dió 350µL d e s olución de 

neutralización. La ex tracción de es te plásmido es p or m edio de un a l isis 

alcalina en donde l os  puent es d e hi drógeno e ntre l as c adenas 

complementarias del DNA del plásmido circular se rompen, por el pH alcalino, 

las cadenas permanecen cercanas ya que el enrollamiento de las dos cadenas 

no se ha perturbado grandemente, en contraste las cadenas l ineales de DNA 

se l iberan o s e separan completamente. La renaturalización de los plásmidos 

circulares pequeños es rápida debi do a que las cadenas es tán pr óximas, 

mientras que las moléculas lineales de DNA genómico se renaturalizan menos 

precisamente, formando redes o ag regados que pueden s er r emovidos de l a 

solución centrifugando. 

Para el iminar el  D NA g enómico  s e c entrifugó 10 m inutos a 14000 rpm, s e 

desechó el pellet y se colectó el sobrenadante. Se colocó el sobrenadante en 

una columna, se centrifugó 1 minuto a temperatura ambiente. Posteriormente 

se r ealizaron 2 l avados c on u na s olución para el l avado de c olumna ( 60% 

etanol, 60mM acetato de potasio, 8,3mM Tris-HCl pH 7,5 y 0,04 mM de EDTA 

pH 8)  uno  c on 750µL y  s e c entrifugó u n minuto y  e l ot ro c on 250µL y  s e 

centrifugó 2 m inutos, es to s e r ealiza par a el iminar c ualquier t ipo d e 

contaminante que pudiera haber quedado en el  sobrenadante, se desecha el 

sobrenadante; finalmente s e eluye l a c olumna c on 4 0µL d e a gua l ibre d e 

nucleasas y  s e c entrifuga a 14 000 r pm u n m inuto en un t ubo l impio. Se 

obtuvieron 6 mini preps. 
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5.9.  Digestión del plásmido pJET+ HXT1 

Debido a q ue el pl ásmido pJET no es u n v ector de s obreexpresión p ara 

levadura, s e r ealizó una di gestión par a obtener el  g en HXT1 y así poder 

subclonarlo a un  vector para levadura. 

Debido a q ue el g en c ontenía s itios de r estricción par a Not I,  se r ealizó l a 

digestión con esta enzima; se cortan las 6 minipreps obtenidas, las condiciones 

de l a r eacción para cada una de l as m iniprep  fueron l as s iguientes: 2 µL de 

miniprep, 2µL de buffer 3 New England 10x (100 mM  NaCl, 5 mM Tris-HCl, 10 

mM MgCl2 y 1mM DTT pH 7,9), 2µL de BSA 10x (100µg/mL) y 13 µL de ag ua 

libre de nucleasas y 1 µL de enzima Not I, el tubo de reacción se incubó a 37ºC 

durante 1 hora. Después de la incubación se corren las muestras en un gel de  

agarosa  y d e las m uestras q ue s e o btienen r esultados positivos s e c orta l a 

bandas q ue c orrespondan al  pes o del g en y  s e pur ifican de acuerdo a l as 

condiciones ya mencionadas anteriormente. 

 

5.10. Desfosforilación del plásmido pRS426 

Para p oder r ealizar una mejor l igación del gen a es te v ector s e realiza una  

desfosforliación, esto con el fin de  quitar el fosfato de 5’ del vector para evitar 

que el  v ector s e c ierre  y  así éste se pe gara preferentemente a l ge n. Se 

añadieron 6µL de pRS426 (Christianson, 1992) previamente digerido con NotI, 

2µL de Buffer de fosfatasa 10x (0,1M  t ris- HCl pH 7,5, 0,1M MgCl2 y 1mg/mL 

de B SA), 11 µL d e a gua l ibre de n ucleasas y  1µL de fosfatasa al calina d e 

camarón, se deja incubar 1 hora a 37ºC y posteriormente 15 minutos a 65ºC. 
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5.11. Ligación del gen HXT1 a pRS426  

Una vez obtenido el gen puro y con el plásmido desfosforilado, se realiza una 

ligación. La l igación se realizó agregando 5µL de pRS426 digerido con NotI y 

desfosforilado, 2µ L de l ge n HXT1 digerido c on NotI y pur ificado d el g el de 

agarosa, 2 µ L  de b uffer T 4 D NA l igasa 10x  ( 50mM T ris-HCl, 1 0mM M gCl2, 

10mM de DTT y 1mM  de ATP con un pH de 7,5) y 1µL de T4 DNA ligasa. Se 

incubó a 16ºC toda la noche. 

El plásmido es un buen vector para la sobre-expresión de genes en l evadura 

debido a que  contiene el origen de replicación 2 micrones, lo que hace que se 

mantenga en el núcleo de la levadura en aproximadamente 15 copias. 

Nuevamente se realizó una t ransformación de bac terias E. coli  competentes 

con l a mezcla d e ligación pR S426+HXT1 y s e ex trajo el plásmido de 12 

colonias transformantes por m edio del  m étodo de m iniprep con l as mismas 

condiciones descritas anteriormente. 

 

5.12.  Digestión para corroborar la identidad del gen 

Una v ez obt enido el  plásmido de l as bacterias c ompetentes s e realizó un a 

digestión para c orroborar q ue en el  plásmido se e ncuentre el g en q ue 

deseamos sobre-expresar, para esto se obtiene el mapa de restricción del gen 

y del  plásmido para así saber s i  el  patrón de r estricción c oncuerda c on l o 

esperado, si es así se deduce que trabajamos con el gen adecuado.  

Se realizaron 3 digestiones con enzimas diferentes con Hind III, Eco RI y  con 

NotI (BioLabs). 

Para Hind III se utilizaron las siguientes condiciones 2µL de mini, 2µL de buffer 

New England 2 (50mM  NaCl, 10mM  Tris-HCl, 10mM MgCl2 y 1mM  DTT a un 
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pH de 7,9), 15 µL de agua libre de nucleasas y 1 µL de enzima Hind III. Para la 

digestión con enzima EcoRI y NotI  se ponen las mismas cantidades pero se 

usa c omo bu ffer el  N ew E ngland  buf fer p ara EcoRI (50mM  N aCl, 100 mM  

Tris-HCl, 10mM MgCl2 y 0,025% de Tritón X-100  a un pH de 7 ,5) y para NotI 

se ut ilizó el buffer New England 3. Se incubaron a 3 7ºC durante 2 hor as; una 

vez t ranscurrido es te tiempo, las muestras se c orren en  un g el de agarosa 

según las condiciones ya señaladas. 

 

5.13. Secuenciación del gen 

Para confirmar que el  gen que se t rabajó fuera el  correcto,  una  al ícuota del  

plásmido se s ometió a s ecuenciación a utomática. U na v ez obt enida l a 

secuencia del gen  se compara con la secuencia en la base de datos. De este 

modo podemos detectar mutaciones generadas durante la PCR y la identidad 

del gen. 

 

5.14. Transformación de levaduras 

Solo s e t omó una de  l as muestras que r esultaron positivas par a la 

transformación de levaduras, cepa BY4741. 

Se inocularon 10mL de medio YPD (1% extracto de l evadura, 2% peptona de 

caseína y  2%  dex trosa anhí drida) con c epa de Saccharomyces cerevisiae 

BY4741 y se incubaron a 30º C toda la noche con agitación constante. Ya que 

el tiempo de incubación transcurrió se centrifugaron  a 3000rpm por 5 minutos 

a temperatura ambiente para colectar la células y se resuspendieron en 5mL de 

agua estéril, se diluyen en 40mL de m edio YPD para alcanzar una d ensidad 

óptica 600nm de 0,2 a 0,3. Se incuban a 30ºC a 250 rpm hasta alcanzar una 
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densidad óptica de  0, 5 a 0,6; s e c entrifugan nu evamente a 3000rpm por  5  

minutos. Se resuspendió el pellet en 10mL de TEL (Acetato de litio 0,1M, Tris-

HCl 10mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8) se centrifugan nuevamente a 3000rpm, se 

deshecha el sobrenadante y el pellet se resuspende en 1mL de TEL y se pasa 

a un tubo de microfuga, se centrifuga a 14000rpm  por 5 segundos; finalmente 

las células se resuspenden en 200 µL de TEL. Se colocaron tres tubos con 50 

µL de células cada uno y  se le agregó al primero y al segundo tubo 10 µL de 

DNA ac arreador ( esperma d e salmón 10mg/mL, previamente he rvido por 5  

minutos) y solo al primer tubo se le agregó 1 µg de plásmido pRS426+HXT1; al 

tercer tubo no se le agrega nada,  para así poder tener dos  controles uno s in 

DNA de ningún tipo y el otro solo con el DNA acarreador. A los tres tubos se les 

dará el mismo tratamiento en lo posterior. 

Se le adicionaron 300 µL de PLATE (Acetato de litio 0,1M, Tris-HCl 10mM pH 

7,5, E DTA 1mM pH  8  y  40. 5% de pol ietilenglicol)  y s e m ezcló, s e i ncubó a 

30ºC durante 60 min a 250 rpm. Una vez transcurrido este tiempo se someten 

a l as c élulas a u n c hoque t érmico a 42ºC por  1 5 min, mezclándolos p or 

inversión cada 3 minutos. Finalmente se centrifugan para eliminar el exceso de 

sobrenadante y se platean en medio mínimo HML sólido (0,1% vitaminas, 0,1% 

trazas de l evadura, 2 % s ales, 2%  de g lucosa,  0, 5% de s ulfato de am onio, 

0,02g/L hi stidina, 0,02g/L m etionina y  0, 1g/L de  l eucina). La s levaduras 

transformantes s erán aq uellas q ue c rezcan en  el  medio, debido a  q ue el  

plásmido contiene el gen q ue p ermite a l as l evaduras s intetizar ur acilo, así 

aquellas que no t engan al plásmido no crecerán por ausencia de uracilo en e l 

medio. 
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5.15. Extracción de RNA 

Se inocularon los matraces los cuales contenían medio mínimo HML, con dos 

cepas de Saccharomyces cerevisiae, la cepa silvestre con el plásmido pRS426 

(By4741Ø) y  la c epa q ue r esultó positiva a nues tra t ransformación 

(By4741pCHXT1). Se dejaron crecer 16 y 24 horas.   

Se utilizó el kit RNA easy mini (Qiagen), para la extracción del RNA. 

Se centrifugaron 15 mL del medio de cultivo a una densidad óptica 600nm de 

0,5  a 3000rpm durante 5 minutos a 4ºC, se decantó el sobrenadante. Se lavó 

el pel let c on 10 mL d e ag ua f ría, nu evamente s e c entrifugó y  s e el iminó el  

sobrenadante pipeteando el exceso de agua. Se mantuvo el pellet en hielo y se 

le adicionó  600 µL de buffer RLT-β mercaptoetanol al pellet para resuspender 

las células, p osteriormente s e l e añ adieron 60 0µL de p erlas d e v idrio y s e 

realizó la ruptura de las células dando seis ciclos de 1 minuto de agitación en el 

vórtex a máxima velocidad y 1 minuto en hielo. Una vez que se cumplieron los 

seis c iclos, se centrifuga a 14000 r pm d urante 2 minutos, c on ayuda de  u na 

jeringa nueva de 1 m L se ex trajo el sobrenadante y s e c oloca e n u n t ubo  

limpio, a  é ste s e l e adiciona 3 50 µL d e et anol al  70% , esto con el  f in d e 

homogeneizarlo. Se transfirió la muestra a u n columna de RNeasy se cerró la 

tapa d e é sta y  s e c entrifugó s obre un t ubo c olector a 140 00rpm dur ante 1 5 

segundos, se descartó el sobrenadante y se añadieron 700 µL de buffer RW1 a 

la columna , se centrifuga nuevamente. Posteriormente se adicionaron 500 µL 

de buffer RPE para lavar la membrana de la columna, se centrifuga; se realiza 

un lavado más y se centrifuga 2 minutos a 14000 rpm. Finalmente se colocó la 

columna en un  tubo nuevo y  estéril, y  s e adiciona 4 0 µ L d e ag ua l ibre de 

RNasas con esto se eluye el RNA total de la levadura. 
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5.16. Generación de cDNA 

A partir del RNA se genera DNA de cadena sencilla  utilizando el kit Improm II 

Reverse transcription system (Promega). 

Las condiciones de la reacción fueron las siguientes: 

RNAtotal 4 µL 

Oligo dT 1 µL 

  

Se incubó el tubo de reacción a 70ºC durante 5 minutos. 

Posteriormente se le añadió 

H2O libre de RNAsas 4,5 µL 

Improm II buffer 5x 4 µL 

MgCl2 25mM 4 µL 

dNTP mix 1 µL 

Inhibidor de RNasas  5 µL 

Transcriptasa reversa 5 µL 

 

Se configuró el termociclador con las siguientes temperaturas y t iempos, para 

que se pueda llevar acabo la reacción de la transcriptasa reversa. 

 Temperatura (ºC) tiempo (min) 

1 25 15 

2 42 60 

3 70 15 
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5.17. RT-PCR semicuantitativo. 

Debido a q ue la extracción de R NA y la obtención de cDNA, no es específica 

para el  g en, s e r ealizó un P CR  do nde s e utilizaron  c omo pr imers 

oligonucleótidos q ue se enc ontraban de ntro de l a r egión c odificante del g en 

HXT1, esto con el fin de solo amplificar el cDNA  obtenido del RNAm del gen. 

Se realizó una PCR para el  mRNA del gen constitutivo de ACT I que codifica 

para actina, como control de carga, para igualar la cantidad de cDNA en cada 

reacción. Esto permitió una mejor comparación de las cantidades de mRNA de 

HXT1. 

Los c DNA´S s e a mplificaron p or 2 0 c iclos solamente, p ara asegurar q ue s e 

realizaba la amplificación del gen en la parte lineal, es decir que la cantidad de 

DNA amplificado es proporcional a la cantidad de templado en la muestra, esto 

permitió comparar los niveles de mRNA. 

Las condiciones d e r eacción par a es te PCR s e m uestran abaj o par a 3 

muestras de la cepa silvestre (wt) y de las transformadas (pCHXT1). 

 

H2O 5 µL 

Buffer Taq 10x sin MgCl2 5 µL 

MgCl2 25mM 5 µL 

Primer Act Fo  5 µL 

Primer Act Re 5 µL 

dNTP’s 1 µL 

Taq 0,5 µL  
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cDNA variable. Depende de la muestra  µL 

wt 116h 0,7 

wt 2 16h 1 

wt 3 16h 0,7 

pCHxt1 1 16h 0,7 

pCHxt1 2 16h 2 

pCHxt1 3 16h 2 

wt 124h 2 

wt 2 24h 1 

pCHxt1 1 24h 1,5 

pCHxt1 2 24h 0,7 

pCHxt1 3 24h 1 

  

 

La intensidad de las bandas de los PCR de ACTI fueron iguales con diferentes 

µL para cada cDNA. Esas cantidades fueron las que se usaron para amplificar 

HXT1. 

Las condiciones de la reacción para el gen HXT1: 

 

H2O 18,5 µL 

Buffer Taq 10x sin MgCl2 2,4 µL 

MgCl2 25Mm 2,4 µL 

Primer Hxt1ORFFo  0,25 µL 
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Primer Hxt1ORFRe 0,25 µL 

dNTP’s 1 µL 

Taq 0,25 µL  

cDNA variable. Depende de la muestra µL 

wt 116h 0,7 

wt 2 16h 1 

wt 3 16h 0,7 

pCHxt1 1 16h 0,7 

pCHxt1 2 16h 2 

pCHxt1 3 16h 2 

wt 124h 2 

wt 2 24h 1 

pCHxt1 1 24h 1,5 

pCHxt1 2 24h 0,7 

pCHxt1 3 24h 1 

  

 

Con es as c antidades de c DNA, el  am plificado del  g en A CTI fue 

aproximadamente igual. Por lo que se asumió que las cantidades de cDNA total   

eran similares, con lo cual las diferencias en intensidad de las bandas de HXT1 

eran indicativas de diferencias en cantidad de mRNA-HXT1.  

Para ambos s e utiliza el  termociclador y  s e configura e l programa c on l as 

siguientes condiciones: 
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 Temperatura (ºC) tiempo (min) 

1 95 2 

2 95 1 

3 52 1 

4 72 1 ( repetir pas os 2 ,3 y  4;  21 

ciclos adicionales) 

5 72 10  

6 4 Pausa 

 

Por último se r ealizó una el ectroforesis en gel de ag arosa, c on l as m ismas 

condiciones ya mencionadas anteriormente. 

 

5.18. Extracción de proteína para hibridación tipo western. 

Se realizó un preinoculó en 2 matraces con 50mL de medio mínimo HML con 

las cepas silvestre y la recombinante (pCHXT1), se incubó a 3 0ºC a 250 r pm 

durante t oda l a noche. Después que el  t iempo de i ncubación s e c umplió, se 

inocularon 2 matraces con medio f resco a una de nsidad óptica a 6 00 nm  de 

0,3, y  se incubaron a 30ºC a 2 50 rpm has ta obtener una densidad óptica de 

0,6. Cuando llegaron a esta densidad  tomaron 25mL  y se transfirió a un t ubo 

de 50 mL, el cual, contenía hielo hasta la mitad de su volumen; se centrifugó a 

3000 r pm p or 5 m inutos. E l s obrenadante fue el iminado y  el  pel let s e 

resuspendió en 30 mL de agua helada, nuevamente se centrifugó y se eliminó 

el sobrenadante. Se le agregó 100 µL de cracking buffer (8 M urea, 5% SDS, 

40mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1Mm EDTA y 0,4mg/mL de azul de br omofenol) y 5 
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µL PMSF 100 mM. Se colocó el tubo 3 min en baño maría y posteriormente se 

adicionaron  60µL de perlas para darles 1 ciclo en el vortex de 2 minutos, para 

lisar todas las levaduras. Nuevamente se adicionan 5 µL de PMSF y se coloca 

en hielo 5 m inutos. Por último se c entrifugan 1 m inuto a 14 000rpm y  s e 

desecha el pellet. 

 

5.19. Western blot 

La proteína obtenida de a mbas cepas se corrió en un g el desnaturalizante de 

poliacrilamida al  10% a 120 V durante 2 horas en a mortiguador TRIS-glicina- 

SDS. 

Después de la corrida, el gel se transfirió a una membrana de PVDF (Millipore) 

durante 1 hora a 100mA, utilizando c omo amortiguador C APS ( ácido 

ciclohexilamino propanosulfonico)- metanol a 4°C. 

Al terminar la t ransferencia se separó la membrana, se incubó en TBS (NaCl 

136 mM, KCl 2.68 mM, Na2HPO4 10 Mm, KH2PO4 1.76 Mm, 0.1% de Tween 

20) con 2.5% de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente, se enjuagó tres 

veces con TPBS y posteriormente se incubó con el anticuerpo primario, el cual 

es un anticuerpo comercial que reconoce al transportador GLUT-1 de humano,  

diluido 1:3000 en TPBS+ 1% de l eche descremada, durante t oda l a noche a  

4°C. La membrana se enjuagó 2 veces con TPBS, se incubó durante 4 horas a 

4°C con el  anticuerpo s ecundario diluido 1: 5000 e n TPBS. Se l avó la 

membrana una vez con TPBS y dos veces  con PBS (TPBS sin tween)  durante 

5 minutos. 
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Una vez lavada la membrana se cubrió durante 1 minuto con una mezcla de 

reactivos para revelar quimioluminiscencia. Se eliminó el exceso de reactivos y 

se reveló utilizando placas de autoradiografía. 

 

5.20. Fermentaciones  

Una vez  que s e c omprobó l a s obre-expresión del g en HXT1,  s e r ealizaron 

fermentaciones para comparar la cepa recombinante contra la cepa silvestre. 

Se t omaron 3 c olonias de t ipo s ilvestre y 3 recombinantes ( pCHxt1), s e 

preinocularon en matraces de 50 mL con medio mínimo HML y se incubaron a 

30ºC a 2 50 r pm dur ante t oda l a n oche. Una v ez c umplido el  t iempo d e 

incubación, se inocularon en medio fresco en frascos de micro aerofilia (frascos 

cerrados h erméticamente  con t apones de h ule, l lenos al  70% d e s u 

capacidad), con y sin benzoato de sodio (2mM) a una de nsidad óptica 600nm 

de 0,5. 

Se dejaron  crecer las levaduras durante 24 horas y se tomó como muestra  1 

mL del medio  cada dos horas, se centrifugaron las muestras y se desechó el 

pellet. Estas muestras f ueron filtradas, y  s e l es hi zo un a di lución 1: 10 p ara 

posteriormente s er i nyectadas al c romatógrafo d e g ases p ara d eterminar e l 

etanol. 

 

5.21. Transporte de glucosa 

Para r ealizar el  ex perimento de t ransporte de u na m anera a decuada e s 

necesario, c onocer l a c oncentración d e proteína en l a c ual no h ay una  

saturación. P ara esto se r ealizó una c urva de pr oteína en d onde s e fijó una 
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concentración de g lucosa ( 50mM) y  las concentraciones de proteína s e 

variaron ( 10, 25,  50  y  100m g).  S e i ncubaron los v iales c on di ferentes 

concentraciones de proteína ( las di luciones se realizan en ag ua)  a 30º C,  5 

minutos, esto se realizó para asegurarnos que toda la glucosa contenida dentro 

de l a l evadura s e c onsumiera.  D espués q ue s e c umplió el  t iempo d e 

incubación, se atemperaron las levaduras a 15ºC durante 1 minuto. Finalmente 

se toma 1 mL  y  se añadió a un tubo de ensaye el  cual contiene 5 0 m M de 

glucosa r adioactiva ( 50000 C PM/1µLglucosa), s e i ncubaron 30 segundos y   

posteriormente s e filtraron 80 0µL d e l a m ezcla de r eacción adi cionándole 10 

mL de glucosa no radiactiva 500 mM. El filtro se colocó en un vial y se añadió 5 

mL de  líquido de c entelleo, c omo c uentas t otales s e t omaron 10 µL de la 

mezcla de reacción y se le añadió líquido de centelleo. Se midió la radiactividad 

en un contador de centelleo. 

Una vez que se obtuvo la concentración seleccionada de proteína (25mg), se 

realizó el experimento de abanico de glucosa, en este experimento se variaron 

las c oncentraciones d e g lucosa ( 10, 20,  30 , 40,  50,  100, 150 y  200 m M). E l 

experimento se realizó  de la misma forma que el de abanico de proteína. 

 

5.22.  Cuantificación de glucosa en el medio 

Con la f inalidad de obtener el rendimiento de la v ia g licolitica se cuantificó la 

concentración de glucosa en el medio.  Se coloca en una celda de cuarzo 1900 

µL de buffer MOPS pH 7 (50 mM), 10 µL de Cloruro de magnesio (1 M), 10µL 

de ATP 400 Mm, 10µL de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa diluida 

1:10 y 20 µL de NADP 100Mm. 
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Finalmente s e r ealizó el  ex perimento agregando 1µL ( sin di luir), 5µL ( diluido 

1:10) y 10µL (diluido 1:10) de medio de cultivo obtenido de las fermentaciones 

de la cepa recombinante (pCHxt1)  y la cepa silvestre a las 24 y 48 horas. 

Se i nicia l a r eacción ag regando 10 µL d e H exocinasa di luida 1:10 y  s e 

cuantifica concentración de glucosa en un espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 340nm. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Con el f in de aumentar la capacidad de transporte de glucosa se clonó el gen 

HXT1 en un plásmido  de s obre-expresión, s e transformó una l evadura y s e 

evaluó el efecto sobre la velocidad de producción de etanol. 

6.1. Construcción del plásmido pCHxt1 

Diseño de oligonucleótidos  

Para amplificar el gen HXT1 mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), s e obt uvo l a s ecuencia d e l a b ase de datos de  Saccharomyces 

cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/),  en l a c ual es tán c omprendidas, l a 

región codificante del gen HXT1 (letras gris claro), la región promotora de dicho 

gen ( letras neg ritas), l a r egión t erminadora ( letras neg ritas c ursivas) y los 

oligonucleótidos (letras sombreadas). 

GATAGAAGAATACCACTCATATGACGTGGGCAGAAGACAGCAAACGTAAACATGAGCTGCTGCGACATTTGATG

GCTTTTATCCGACAAGCCAGGAAACTCCACCATTATCTAATGTAGCAAAATATTTCTTAACACCCGAAGTTGCGTGT

CCCCCTCACGTTTTTAATCATTTGAATTAGTATATTGAAATTATATATAAAGGCAACAATGTCCCCATAATCAATTCC

ATCTGGGGTCTCATGTTCTTTCCCCACCTTAAAATCTATAAAGATATCATAATCGTCAACTAGTTGATATACGTAAA

ATCATGAATTCAACTCCCGATCTAATATCTCCTCAGAAATCCAATTCATCCAACTCATATGAATTGGAATCTGGTCGT

TCAAAGGCCATGAATACTCCAGAAGGTAAAAATGAAAGTTTTCACGACAACTTAAGTGAAAGTCAAGTGCAACCC

GCCGTTGCCCCTCCAAACACCGGAAAAGGTGTCTACGTAACGGTTTCTATCTGTTGTGTTATGGTTGCTTTCGGTG

GTTTCATATTTGGATGGGATACTGGTACCATTTCTGGTTTTGTTGCTCAAACTGATTTTCTAAGAAGATTTGGTATG

AAGCACCACGACGGTAGTCATTACTTGTCCAAGGTGAGAACTGGTTTAATTGTCTCTATTTTTAACATTGGTTGTGC

CATTGGTGGTATCGTCTTAGCCAAGCTAGGTGATATGTATGGTCGTAGAATCGGTTTGATTGTCGTTGTAGTAATC

TACACTATCGGTATCATTATTCAAATAGCCTCGATCAACAAGTGGTACCAATATTTCATTGGTAGAATTATCTCTGG

TTTAGGTGTCGGTGGTATCACAGTTTTATCTCCCATGCTAATATCTGAGGTCGCCCCCAGTGAAATGAGAGGCACC

TTGGTTTCATGTTACCAAGTCATGATTACTTTAGGTATTTTCTTAGGTTACTGTACCAATTTTGGTACCAAGAATTAC
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TCAAACTCTGTCCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTCGCCTGGGCCTTATTTATGATTGGTGGTATGATGTT

TGTTCCTGAATCTCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGCAGAATCGACGAAGCCAGGGCTTCTTTAGCTAAAGTTAAC

AAATGCCCACCTGACCATCCATACATTCAATATGAGTTGGAAACTATCGAAGCCAGTGTCGAAGAAATGAGAGCC

GCTGGTACTGCATCTTGGGGCGAATTATTCACTGGTAAACCAGCCATGTTTCAACGTACTATGATGGGTATCATGA

TTCAATCTCTACAACAATTAACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTACGGTACCATTGTTTTCCAGGCTGTCGGTTTAA

GTGACTCTTTTGAAACTTCTATTGTCTTTGGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTACACCGTTGACCG

TTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTGGGGTGCTGTCGGTATGGTCTGCTGTTATGTTGTCTATGCCTCTGTTGGTG

TTACCAGATTATGGCCAAACGGTCAAGATCAACCATCTTCAAAGGGTGCTGGTAACTGTATGATTGTTTTCGCATG

TTTCTACATTTTCTGTTTCGCTACTACCTGGGCCCCAATTGCTTACGTTGTTATTTCAGAATGTTTCCCATTAAGAGTC

AAATCCAAGTGTATGTCTATTGCCAGTGCTGCTAACTGGATCTGGGGTTTCTTGATTAGTTTCTTCACCCCATTTATT

ACTGGTGCCATCAACTTCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCGCTTACTTTTACGTCTTTTTCTTCG

TTCCAGAAACTAAAGGTTTATCATTAGAAGAAGTTAATGATATGTACGCCGAAGGTGTTCTACCATGGAAATCAGC

TTCCTGGGTTCCAGTATCCAAGAGAGGCGCTGACTACAACGCTGATGACCTAATGCATGATGACCAACCATTTTAC

AAGAGTTTGTTTAGCAGGAAATAAACTAAACAAGCTCAATATGCATATTTTAATGACTTATACAGTATTTAATTTCT

CAGTAAATTTTATAAAGGTGATATTATATTGGTGTTAAAACAAAATTCTTGTCAAATTCATAAACAGATGTTCTTTTC

TTTGCTAGTTCTTGACCTTCACCAAGGAACAAGAAATTTCATTCTGGCACTCTTCCGAGGAAA 

 

Los ol igonucleótidos s e di señaron utilizando u na herramienta e n línea 

(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), t eniendo las s iguientes 

características: 

Sentido: 

5´-GCGCGCGCGGCCGCGATAGAAGAATACCACTCATATGACGTGG-3´ 

Longitud: 29 nucleótidos 

Porcentaje de GC: 41% 

Tm (ajustada a Sal): 67°C 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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Las pr imeras s eis p ares de bas es d el ol igonucleótido s on p ara f acilitar l a 

digestión del  PCR di rectamente s in necesidad de c lonarlo a u n plásmido, l as 

siguientes ocho bases corresponden al sitio de corte de la endonucleasa NotI, 

las s iguientes 29 bases (sombreadas) son iguales al  extremo 5´  del promotor 

del gen HXT1. 

Antisentido: 

5´-GCGCGCGCGGCCGCTTT CCT CGG AAG AGT GCC AGA ATG-3´ 

Longitud: 24 nucleótidos 

Porcentaje de GC: 50% 

Tm (ajustada a Sal): 65°C 

Las pr imeras s eis p ares de bases d el ol igonucleótido s on p ara f acilitar l a 

digestión del  PCR di rectamente s in necesidad de c lonarlo a u n plásmido, l as 

siguientes ocho bases corresponden al sitio de corte de la endonucleasa NotI, 

las s iguientes 24  b ases s on i guales a l a h ebra no c odificante en el f inal del  

terminador. 

A estos oligonucleótidos se les agregaron sitios NotI, para clonar el gen HXT1 

en  el plásmido multicopia de la levadura. 

 

 Amplificación  del gen HXT1 mediante PCR 

Los genes se amplificaron a p artir de D NA genómico con los ol igonucleótidos 

antes mencionados y con el programa de PCR descrito en la metodología (5.3). 

En la PCR se realizan ciclos de calentamiento y enfriamiento,  donde se agrega 
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una concentración en exceso de oligonucleótidos para  evitar que la secuencia 

de DNA se hibride entre si.  

Posteriormente s e separó el pr oducto d e l a PCR por  m edio de u na 

electroforesis en g el de ag arosa, para c omprobar q ue el  g en HXT1, el c ual 

consta de 2216 pares de bas es,  f ue amplificado correctamente. En la f igura 

6.1 se muestra dicho gen revelado en luz UV donde se observó que el peso de 

la producto de PCR corresponde al peso del gen obtenido de la base de datos, 

además d e q ue s olo s e obs ervó una ban da, por  l o q ue se s abe  que l os 

oligonucleótidos son específicos para el gen. 

                                                      1          2 

 

Fig. 6.1. Electroforesis en g el de agarosa al 0.8%. Carril 1: Marcador de p eso 

molecular 1Kb. Carril 2: Muestra obtenida del PCR. 

 

Se realizó una pur ificación  de la banda con el  fin de el iminar fragmentos de 

DNA o algún contaminante no deseado, al purificar se obtiene nuevamente una 

banda por arriba de 2000pb más definida, pero con menor fluorescencia. 

 

 

 

2000 pb 
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Clonación del gen HXT1 al plásmido pRS426 

Una vez que se obt iene la banda purificada del  gen, se realiza la ligación de 

éste al  plásmido pJET c omo s e m enciona en l a metodología. D ebido a q ue, 

este plásmido contiene un gen letal que solo es interrumpido con la ligación del 

gen al sitio de clonación, no fue necesario realizar un control.  

Para obtener suficiente cantidad de plásmido se insertó el vector pJET con el 

gen del  t ransportador H XT1 a bacterias E. coli  DH5α, previamente t ratadas 

con ag entes que oc asionan el au mento en su per meabilidad m embranal, lo 

cual di sminuye l a r epulsión de c argas el éctricas en tre l os fosfatos de l os 

nucleótidos  y la membrana facilitando la entrada del plásmido. Se platearon las 

bacterias ya t ransformadas en medio L B sólido con ampicilina. Las bacterias 

que contenían el plásmido fueron las que sobrevivieron a estas condiciones; las 

colonias t ransformantes que  se obtuvieron fueron incontables (>10 UFC). Se 

picaron 6 colonias y se obtuvo el plásmido por medio de lisis alcalina. 

 Para corroborar que el plásmido tuviera el inserto se realizó una digestión con 

la enz ima NotI, la c ual l ibera al  i nserto del pl ásmido; l a fig. 6.2 m uestra el  

patrón de  r estricción de distintas colonias, c omparadas con el m arcador d e 

peso m olecular ( C1), l os c arriles 2,  4,  5,  6 y 7  c orresponden a c olonias q ue 

contienen al inserto donde se observan 2 bandas, una correspondiente al peso 

de pJET (2974pb) y otra  al del inserto (2216pb), mientras que en el carril 3 la 

colonia  no cumplió con el  patrón esperado, debido a que solo se observa la 

banda correspondiente al peso del plásmido. 
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                         1         2         3        4        5         6       7 

 

Fig. 6.2 Patrón de digestión con la enzima NotI de 6 minipreps (pJET+HXT1). 

Carril 1. marcador de peso; Carril 2-6. Minipreps. 

 

De una de las positivas, en es te caso se tomó la colonia 4, se cortó la banda 

del gen y se purificó. 

Para subclonar el  gen en el  plásmido pRS426 fue necesario que a é ste se le 

diera el mismo tratamiento que a pJET, es decir, se digirió con la enzima NotI. 

Se subclonó el gen ya purificado en el  plásmido multicopia, como se indica en 

la metodología y para obtener una mayor cantidad del mismo se transformaron 

nuevamente bacterias E. coli. 

 

6.2.  Verificación de la identidad 

Para corroborar la identidad del gen y para comprobar que el inserto fue ligado 

al plásmido  se realizó una digestión con la enzima NotI, al igual que en  pJET 

la digestión hará que el inserto se libere del vector. En este caso el patrón de 

3000 pb 
2000 pb 
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digestión debió ser el peso del plásmido pRS426 (5726 pb) y el del gen HXT1 

(2216pb).  S e p usieron como c ontroles plásmido pRS426 c ortado c on NotI, 

EcoRI y  sin digerir, además de pRS426+HXT1 sin cortar, para comprobar que 

la digestión fue adecuada. 

 

            1       2       3      4      5       6      7       8      9       10   11     12 

 

Fig. 6 .3 Digestión diagnóstico con NotI. Carril 1 . Marcador de pe so molecular 

1Kb. Ca rril 2 -9 minipreps di geridas y  no di geridas. C arril 10 -12  pR S426 

digerido y no digerido. 

 

En la figura 6 .3 se observa que todas las c lonas cumplieron con el pat rón de 

restricción esperado para la construcción genética,  en la figura 6.4 se ilustra el 

resultado de l a c onstrucción g enética, es  decir el  plásmido multicopia par a 

levadura con el gen de HXT1 clonado. 
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Fig. 6.4 Construcción genética del plásmido multicopia pRS426+HXT1 

 

Secuencia del gen HXT1 

Con el fin de asegurar la identidad del gen se tomó una de las clonas positivas 

y se r ealizó una s ecuenciación automática de nucleótidos, se t radujo l a 

secuencia y se compararon los resultados con la secuencia obtenida en la base 

de datos de Saccharomyces cerevisiae, al realizar la al ineación entre las dos 

secuencias se obtuvo un porcentaje de identidad del 99.6%, debido a que hubo 

cambios en  2 aminoácidos, ar ginina por  lisina y  m etionina p or v alina, la  

comparación es la siguiente: 

hxt1b  MNSTPDLISPQKSNSSNSYELESGRSKAMNTPEGKNESFHDNLSESQVQPAVAPPNTGKG 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  MNSTPDLISPQKSNSSNSYELESGRSKAMNTPEGKNESFHDNLSESQVQPAVAPPNTGKG 

               10        20        30        40        50        60 

pRS426
7907 bp

URA3

APr

ORF HXT1

HXT1promotor

T7 P

T3 P

P(LAC)

F1 ORI

PMB1

2 MICRON

Terminator HXT1

SacI (4292)

SacII (4283)

XhoI (2020)

EcoRI (2351)

EcoRI (4274)

NotI (2033)

NotI (4263)
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               70        80        90       100       110       120 

hxt1b  VYVTVSICCVMVAFGGFIFGWDTGTISGFVAQTDFLRRFGMKHHDGSHYLSKVRTGLIVS 

       ::::::::::::::::::::::::::::::::::::.::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  VYVTVSICCVMVAFGGFIFGWDTGTISGFVAQTDFLKRFGMKHHDGSHYLSKVRTGLIVS 

               70        80        90       100       110       120 

 

              130       140       150       160       170       180 

hxt1b  IFNIGCAIGGIVLAKLGDMYGRRIGLIVVVVIYTIGIIIQIASINKWYQYFIGRIISGLG 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  IFNIGCAIGGIVLAKLGDMYGRRIGLIVVVVIYTIGIIIQIASINKWYQYFIGRIISGLG 

              130       140       150       160       170       180 

 

              190       200       210       220       230       240 

hxt1b  VGGITVLSPMLISEVAPSEMRGTLVSCYQVMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVPLG 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  VGGITVLSPMLISEVAPSEMRGTLVSCYQVMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVPLG 

              190       200       210       220       230       240 

 

              250       260       270       280       290       300 

hxt1b  LCFAWALFMIGGMMFVPESPRYLVEAGRIDEARASLAKVNKCPPDHPYIQYELETIEASV 

       ::::::::::::.::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  LCFAWALFMIGGVMFVPESPRYLVEAGRIDEARASLAKVNKCPPDHPYIQYELETIEASV 

              250       260       270       280       290       300 

 

              310       320       330       340       350       360 

hxt1b  EEMRAAGTASWGELFTGKPAMFQRTMMGIMIQSLQQLTGDNYFFYYGTIVFQAVGLSDSF 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  EEMRAAGTASWGELFTGKPAMFQRTMMGIMIQSLQQLTGDNYFFYYGTIVFQAVGLSDSF 

              310       320       330       340       350       360 
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              370       380       390       400       410       420 

hxt1b  ETSIVFGVVNFFSTCCSLYTVDRFGRRNCLMWGAVGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGQDQP 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  ETSIVFGVVNFFSTCCSLYTVDRFGRRNCLMWGAVGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGQDQP 

              370       380       390       400       410       420 

 

              430       440       450       460       470       480 

hxt1b  SSKGAGNCMIVFACFYIFCFATTWAPIAYVVISECFPLRVKSKCMSIASAANWIWGFLIS 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  SSKGAGNCMIVFACFYIFCFATTWAPIAYVVISECFPLRVKSKCMSIASAANWIWGFLIS 

              430       440       450       460       470       480 

 

              490       500       510       520       530       540 

hxt1b  FFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLSLEEVNDMYAEGVLPWKSASW 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  FFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLSLEEVNDMYAEGVLPWKSASW 

              490       500       510       520       530       540 

 

              550       560       570 

hxt1b  VPVSKRGADYNADDLMHDDQPFYKSLFSRK 

       :::::::::::::::::::::::::::::: 

HXT1C  VPVSKRGADYNADDLMHDDQPFYKSLFSRK 

              550       560       570 

 

hxt1b corresponde a la secuencia obtenida de la base de datos y HXT1C 

corresponde a los  resultados obtenidos de la secuencia real del gen con que 

se trabajó. 
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Conociendo es to, s e esquematizó el c ambio en l os a minoácidos dent ro d el 

transportador de glucosa, de acuerdo al diagrama obtenido de la literatura (fig. 

6.5 Kasahara Toshiko et. al, 2006). 

 

Fig. 6 .5 Diagrama del t ransportador d e g lucosa, c on l os cambios de  

aminoácidos generados durante la construcción genética. 

En la figura 6.5 se muestra que los cambios en los aminoácidos se encuentran 

dentro de los loops y no en l as regiones transmembranales; debido a es to y a 

que los aminoácidos pertenecen al mismo grupo que los originales, se asumió 

que dichos cambios no afectarán la afinidad por el  sustrato ni  la velocidad de 

transporte de glucosa. 
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6.3. Transformación de levaduras 

Una v ez c omprobada la i dentidad del  g en, s e r ealizó la t ransformación d e 

levaduras con sus respectivos controles como se menciona en la metodología 

(5.14). En los controles, es decir donde solo se le agregó a las levaduras DNA 

acarreador y donde no se le añade ningún tipo de DNA, no hay crecimiento de 

las levaduras; p or ot ro l ado en l a c aja donde s e s embraron l evaduras a l as 

cuales s e l e ag regó DNA ac arreador y  el  plásmido pRS426+HXT1, hub o un  

número de colonias i ncontables. E sto es  debido a q ue l a c epa utilizada 

(By4741) es auxótrofa a histidina, leucina, metionina y uracilo; y debido a que el 

medio de c ultivo no c ontiene uracilo, solo crecerán aquellas que contengan al 

plásmido, ya q ue é ste c ontiene al g en URA3 el  c ual l e permite a l a c epa 

generar uracilo. A las transfomantes se les nombró pCHXT1. 

 

6.4. Sobre-expresión del gen HXT1 

Medición de transcritos por RTPCR semicuantitativo 

Para c omprobar l a s obre-expresión del g en, se m idieron  los t ranscritos 

mediante R TPCR.  En es te pr ocedimiento se ex trajo R NA t otal y s e generó 

cDNA como se m enciona en la m etodología (5.17), para amplificar  

específicamente el cDNA correspondiente al mRNA del gen HXT1,  se realiza 

una PCR utilizando como  oligonucleótidos dentro del ORF del gen HXT1, con 

lo cual se pudo medir indirectamente el RNA mensajero. 

En la figura 6.6 se muestra que en la banda correspondiente a actina, la cual es 

control de c arga, ésta presenta un a i ntensidad s imilar p ara c ada una d e l as 
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muestras, por lo cual se sabe que la cantidad de cDNA cargado es igual para 

todas las muestras. 

La banda inferior corresponde al producto al producto de PCR, obtenido a partir 

del cDNA con oligonucleótidos dentro del ORF del gen HXT1. Al comparar las 

bandas de  la cepa recombinante y  l a c epa s ilvestre a l as 1 6 h  y  2 4 h,  s e 

observó que l a cepa r ecombinante pCHxt1 m uestra m ayor i ntensidad en s us 

bandas para cada una de las muestras, lo que indica que la cepa recombinante 

tiene una mayor c oncentración de t ranscritos ( RNA m ensajero) que l a c epa 

silvestre, por lo cual se comprobó la sobre-expresión y la permanencia de éste 

a las 24 horas. 
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Fig. 6.6 Electroforesis en gel de agarosa para los transcritos del gen HXT1. 

 

Sobre-producción de la proteína 

Se midió la producción de proteína mediante la técnica de western blot, en la 

cual se utilizaron anticuerpos de los transportadores de glucosa GLUT-1, 2, 3,4 

de hu mano;  debido a que, aunque y a se sabe q ue l a pr oducción de l os 

transcritos es  mayor en l a recombinante, en algunos casos dichos t ranscritos 

se degradan y la proteína es similar para las cepas silvestre y  recombinante. 
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 En la figura 6.7 (B) se muestra el  gel de p roteína total, donde se observa la 

misma intensidad en cada una de las bandas, por lo cual se sabe que se cargó 

la misma c oncentración de proteína par a am bas cepas, con lo q ue se pud o 

realizar una mejor comparación entre éstas.  

Al colocar el anticuerpo GLUT-1 (fig. 6.7 A) se observa una b anda con mayor 

intensidad, lo que indica que hay una mayor producción  de proteína Hxt1  en la 

cepa pCHXT1 q ue en l a s ilvestre; e sto d emuestra que l os t ranscritos 

producidos no están siendo degradados y todos estos generan proteína. 

En d onde s e ag regan l os ot ros an ticuerpos ( GLUT-2, 3 ,4) se ob serva, para 

GLUT-2 una banda con muy poca intensidad y para GLUT-3 y 4 no se observa 

ninguna banda, esto es debido a que estos anticuerpos no son específicos para 

levadura por lo que pudiera ser que no reconocieron a los transportadores. 
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Fig. 6.7 A: Comparación del w estern bl ot d e l a c epa s ilvestre (wt) y l a c epa 

recombinante (pCHxt1); B: Control de carga, proteína total. 

 

6.5. Fermentaciones 

Una vez que se supo que la construcción genética era la deseada y que el gen 

fue sobre-expresado en la levadura, s e r ealizaron f ermentaciones c on y  s in 

benzoato de sodio 2 mM, con el  f in de conocer s i la sobre-expresión del gen 

HXT1 y la dem anda de A TP ay udaban al aum ento en l a v elocidad d e 

producción de etanol. 

 

Las fermentaciones se realizaron durante 24 horas, tomando 1 mL de muestra 

cada dos  hor as. Con esta m uestra se realizó una c urva de c recimiento, s e 

midió etanol y consumo de glucosa. 
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Curva de crecimiento. 

Se  r ealizó una curva de c recimiento del cultivo midiendo la densidad óptica a 

600nm  cada dos horas.  
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Fig. 6.8 Curva de c recimiento c epa r ecombinante (pCHxt1) y ce pa si lvestre 

(wt). wtb y pCHxt1b  fueron cultivadas en medio con 2mM  de benzoato. 

 

En la gráfica  se observa que la densidad óptica de las cepas (recombinante y 

silvestre) es s imilar e n l as m ismas c ondiciones, es dec ir s i s e comparan en 

medio con o sin benzoato de sodio, por lo cual podemos decir que éstas crecen 

de manera muy similar. Sin embargo se observa que la densidad óptica de las 

que fueron sembradas en medio con  benzoato de sodio es mucho menor que 

las sembradas en medio sin benzoato. 
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Velocidad específica de crecimiento. 

 

wt pCHxt1 wtb pCHxt1b
0,0
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Fig. 6.9 Gráfica de velocidad especifica de crecimiento 

 

Se muestra que las velocidades específicas de crecimiento son similares entre 

las c epas sembradas bajo l as mismas c ondiciones, s in e mbargo en aq uellas 

las cepas que fueron sembradas en un medio con 2 mM  de benzoato de sodio 

la ve locidad específica de c recimiento (µ) disminuye de manera drástica, esto 

es debido  al es trés generado, el benzoato de sodio provoca l a h idrólisis de l 

ATP para mantener el pH intracelular, debido a esto la levadura no cuenta con 

suficiente energía para generar biomasa. 

 

Producción de etanol. 

Se determinó la producción de etanol de las muestras tomadas a lo largo de la 

fermentación (cada 2 horas),  con el fin de conocer la concentración de este en 

las diferentes etapas de crecimiento de la levadura. 
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En la figura 6.10 se observa que  l a producción de etanol, entre la cepa que 

sobre-expresa el t ransportador HXT1 y l a c epa s ilvestre bajo l as m ismas 

condiciones es  i gual. Esto i ndica q ue aunque l a  s obre-expresión del  

transportador es muy notable, éste no ejerce una influencia  en la  velocidad de 

producción d e et anol, l o c ual i ndica q ue el t ransporte de g lucosa e n l as 

condiciones e n l as q ue s e r ealizó la f ermentación n o es  u n p aso l imitante 

dentro de la vía glicolítica.  

Sin embargo aun  c uando l as c epas cultivadas con benzoato d e s odio no 

crecieron c on l a m isma v elocidad q ue l as q ue n o l o t enían,  alcanzaron  la 

misma concentración molar final de etanol. 

Además se observa que al normalizar la concentración de et anol por  número 

de c élulas, hay  un i ncremento en l a producción de et anol e n l as c epas q ue 

contenían b enzoato d e s odio e n el  medio, esto nos i ndica q ue l a adición de 

benzoato de sodio al medio  i ncrementa la velocidad de producción de etanol, 

debido a  q ue é ste  a l entrar al  citosol se des protona acidificando el m edio 

intracelular, la levadura para contrarrestar la acidificación activa su ATPasa en 

la m embrana plasmática para bombear l os protones fuera del  c itosol, l o cual 

generará que el  A TP pi erda un g rupo f osfato g enerando A DP, por l o c ual 

aumentará la demanda de ATP y por lo tanto la velocidad de glicólisis. 
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Fig. 6.10 Producción de etanol expresada en concentración mili molar y 

normalizada por número de células. wtb y pCHxt1b fueron cultivadas en 2 mM 

de benzoato. 

 

Se calcularon las pendientes en la gráfica 6.10 B para conocer la velocidad de 

producción de etanol en la fase exponencial y en la estacionaria.  

En la tabla 6.1 se muestran las pendientes de cada una de las cepas en  las 

diferentes condiciones, se observa que las cepas que crecieron en medio con 

benzoato de sodio t ienen una velocidad  m ayor en f ase exponencial  que las 

que no lo contenían, sin embargo en la fase estacionaria la pendiente resultó 

negativa, una de las posibles explicaciones a esto es, que debido al gran estrés 

generado por el benzoato de sodio y debido a q ue la glucosa en esta fase es 

muy es casa, l as l evaduras s on i ncapaces de c ontender c ontra l a ac idez y  

comienzan a morir.  
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Tabla 6.1 Velocidad de producción de etanol 

 Fase exponencial 

(nmol/h*104células) 

Fase estacionaria 

(nmol/h*104células) 

wt 

pCHxt1 

wtb 

pCHxt1b 

0,828 

0,793 

2,503 

1,244 

0,401 

0,495 

- 0,126 

- 0,169 

 

En l a figura 6. 11 se observa q ue l a c epa q ue s e cultivó en u n m edio s in 

benzoato d e s odio h ay un l igero incremento en el  consumo de glucosa 

comparada c on l a q ue s e cultivó en pr esencia de b enzoato, es to pue de 

deberse a que en ausencia de benz oato de sodio, las células fueron capaces 

de ut ilizar l a g lucosa par a g enerar biomasa,  mientras q ue e n pr esencia de 

benzoato el  c recimiento fue muy poc o (fig. 6.8). El A TP producido p or l a 

glicólisis s e ut ilizó f undamentalmente para c ontender c ontra el es trés por 

benzoato y no hubo suficiente para la generación de biomasa. 
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Fig. 6.11 Gráfica de consumo de glucosa de la cepa silvestre con y sin 

benzoato 

 

6.6. Transporte de glucosa. 

Abanico de proteína celular. 

Se realizó un ens ayo de t ransporte con el  fin de c omparar la velocidad en la 

cepa silvestre y la recombinante pCHxt1. Observando así si la sobre-expresión 

del transportador generó una  mayor capacidad de transporte de glucosa. 

Para la realización del ensayo de transporte fue necesario encontrar la cantidad 

de células adecuadas expresada como mg de proteína (1,2 x 107 células= 34,8 

mg de proteína)  

En la f igura 6.12 se observan l as c urvas c on l as di ferentes c antidades de 

proteína, se realizó dicha curva en fase exponencial con células cultivadas en 
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10 mM de g lucosa debido a q ue en  es tas c ondiciones es donde e l 

transportador de glucosa HXT1 se encuentra más activo.  

De es tas c urvas s e el igió l a c oncentración de 25 mg de pr oteína c omo l a 

adecuada para la realización del  ensayo de t ransporte, debido a q ue ésta se 

encuentra en la fase lineal de la curva y con ella no se llega a la saturación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 .12. Abanico de pr oteína en fase ex ponencial. C epa s ilvestre y  

recombinante. 
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Abanico de glucosa. 

Ya que se conoció la cantidad de proteína adecuada, se realizó el ensayo de 

transporte variando la concentración de glucosa.  

En la figura 6.13 se observa que la curva presenta dos fases la primera parece 

saturarse en 50 mM de glucosa, esto puede ser debido a que la levadura tiene 

dos diferentes tipos de transporte: de alta y baja afinidad (Özcan, 1999). 

A concentraciones menores a 100 mM la velocidad de transporte fue similar 

entre la cepa control (WT) y la que sobre-expresa al gen HXT1 (pCHxt1); sin 

embargo se encontraron diferencias significativas a 100 y 150 mM. 

A la máxima concentración probada de 200 mM no se detectaron diferencias. 
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Fig. 6.13 Curva de transporte, abanico de glucosa. 
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Se r ealiza una nor malización de l os promedios obtenidos e n el  ex perimento 

realizado a l as c oncentraciones d e 1 00, 15 0 y  200 mM p ara p oder obs ervar 

mejor la diferencia de velocidad entre las cepas. 
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Fig. 6.14 Gráfica de barras. Transporte normalizado. 

 

En la figura 6.14 se observa que hay un aumento de 58% en la velocidad de 

transporte a una concentración de 100 mM  y  un incremento del 73% en una 

concentración de 150 mM, sin embargo se observa que a una concentración de 

200 mM no se detectaron diferencias probablemente debido a la saturación del 

sistema de detección utilizado ya que las cuentas en el detector de centelleo 

eran muy altas (16423cpm). 

Para conocer si estadísticamente hay diferencia significativa entre las cepas se 

realizó un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia α 0,05. 

Se generó la siguiente hipótesis: 

𝐻𝑜:µ1 = µ2 

𝐻𝑖:  µ1 ≠ µ2 
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Tabla 6.2. Análisis de varianza para cepa wt y pCHxt1 en 100, 150 y 200mM. 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio de 

los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 

para F 

 

Entre 

grupos 0,47993054 1 0,47993054 17,8448936 0,00553475 5,98737758 

 

Se 

rechaza 

Ho 

Dentro de 

los grupos 0,16136735 6 0,02689456    

       

Total 0,64129789 7          

 

 

Con 150 mM de glucosa       

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor 

crítico para 

F 

 

Entre grupos 2,32353876 1 2,32353876 7,63835786 0,02453198 5,31765506 Se 

rechaza 

Ho 

Dentro de los 

grupos 2,43354794 8 0,30419349    

       

Total 4,7570867 9          
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200 Mm de glucosa       

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 

Valor 

crítico para 

F 

 

Entre grupos 0,01035842 1 0,01035842 0,08586084 0,78407933 7,70864742 Se 

acepta 

Ho 

Dentro de los 

grupos 0,48256762 4 0,1206419    

       

Total 0,49292603 5          

 

De acuerdo al análisis de varianza se concluye que hay evidencia significativa 

para decir q ue l a velocidad d e t ransporte d e g lucosa e ntre l a c epa 

recombinante y s ilvestre a c oncentraciones de 100 y 150 m M de glucosa son 

diferentes.  Y también se observa que no  hay  diferencia significativa entre las 

cepas a concentraciones de glucosa de 200 mM. 
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6.7. Rendimiento 

Tablas 6.3 Rendimiento de etanol en la cepa silvestre con y sin benzoato a las 

8 y 24 horas. 

rendimiento 8 h 

 wt Wtb 

mmol etoh producido 2,5 2,5 

mmol de glucosa 

consumido 2,1 1,3 

Rendimiento 

mmoletanol/mmolglucosa  1,2 1,8 

 

 

 

 

 

 

 

Se observa en la tabla  6.3, que la cepa silvestre que se  cultivó en medio con  

2 mM  de benzoato de sodio, presenta un rendimiento mayor que en la cepa 

cultivada sin benzoato, esto es debido a que en la cepa crecida en ausencia de 

benzoato de s odio una par te de l a g lucosa es  ut ilizada par a el crecimiento, 

mientras q ue en l a q ue s i l o c ontenía l a g lucosa es  ut ilizada para c ontender 

rendimiento 24 h 

 wt Wtb 

mmol etoh producido 7,9 7,0 

mmol de glucosa 

consumido 7,6 6,3 

Rendimiento  

mmoletanol/mmolglucosa 1,0 1,1 
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contra l a ac idez del  medio, es  dec ir, esta es ut ilizada p ara l a g eneración d e 

ATP, lo cual implica producción de etanol, además que esta cepa casi no utilizó 

intermediarios glicoliticos para la producción de biomasa. 
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7. CONCLUSIONES 

• Se l ogró o btener la c onstrucción g enética, es dec ir i nsertar el  g en de l 

transportador HXT1 a un plásmido multicopia para levadura. 

• Al realizar la secuenciación de l a construcción genética, se observaron 

dos c ambios en l os a minoácidos, s in embargo al  per tenecer al  m ismo 

grupo de a minoácidos y estar en l os loops de la proteína se  c oncluyó 

que la probabilidad de que afectaran la función del transportador es baja. 

• Se logró la sobre-expresión del gen y la sobre-producción de la  proteína 

del transportador. 

• No hubo diferencia en la producción de etanol entre la cepa 

recombinante (pCHxt1) y la silvestre. 

• Hubo un aumento en la velocidad específica de producción de etanol en 

las cepas que se cultivaron en un medio que contenía 2 mM de 

benzoato de sodio. 

• La concentración de 25 mg de proteína, es la adecuada para la 

realización del ensayo de transporte. 

• Según el análisis de varianza hay diferencia significativa en la velocidad 

de transporte entre la cepa recombinante y la cepa silvestre a 

concentraciones de 100 y 150 mM de glucosa. 

• El transporte de glucosa no es una etapa limitante en la glicólisis, en las 

condiciones en las que se realizó la fermentación. 

• La demanda de ATP generada por el benzoato de sodio, incrementa  la 

velocidad de producción de etanol y el rendimiento de la vía.  
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9. ANEXO I 

 MEDIOS DE CULTIVO 

Medio LB para bacterias                      1L 
Triptona 10g 

Extracto de levadura 5g 

NaCl 10g 

Agar 20g 

Ampicilina stock(25 mg/mL) 1mL 

 

 

Medio YPD para levaduras                      1L 
Extracto de levadura 10g 

Peptona de caseína 20g 

Dextrosa anhídrida 20g 

Agar 20g 
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Medio mínimo para levaduras 
(HML)                      1L 

Stock de vitaminas* 1000µL 

Stock de trazas** 1000µL 

Stock de sales*** 20mL 

Glucosa 20g 

Sulfato de amonio 5g 

Agar  25g 

+ El medio es enriquecido con Histidina, Metionina y Leucina para propiciar el  

crecimiento de las levaduras. 

Aminoácido Concentración en el medio 
g/L 

Histidina 0,02 

Metionina 0,02 

Leucina 0,1 

  

*Stock de Vitaminas (1000x) 
Biotina 2mg 

Pantotenato de calcio 400mg 

Ácido fólico 2mg 

Niacina 400mg 
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Ácido p-amino benzoico 200mg 

Piridoxina 400mg 

Riboflavina 200mg 

Tiamina-HCl 400mg 

Inositol 200mg 

H2O 1000mL 

**Stock de Trazas                      (1000x) 
Ácido Bórico 500mg 

Sulfato cúprico 40mg 

Ioduro de potasio 100mg 

Cloruro férrico 200mg 

Sulfato de magnesio 400mg 

Molibdato de sodio 200mg 

Sulfato de zinc 400mg 

H2O 1000mL 
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***Stock de Sales                       
Fosfato monobásico de potasio 50g 

Sulfato de magnesio 5g 

Cloruro de sodio 1g 

Cloruro de calcio 1g 

H2O 1000mL 

Cloroformo 5mL 
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