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RESUMEN

RESUMEN

La utilizacién de sustratos constituidos por mezclas de fructosa, sacarosa y
glucosa en fermentaciones con Saccharomyces cerevisiae conduce a que estas
sean lentas o incompletas debido a la utilizacion preferencial de la glucosa y a la
represion catabdlica de otros azucares. Esto plantea la necesidad de contar con

cepas eficientes para la fermentacion de mezclas con fructosa y sacarosa.

Un estudio reciente sugiere que la presencia de diez mutaciones en el gen que
codifica para el transportador de hexosas Hxt3 mejora la velocidad de consumo
de fructosa (Guillaume et al. 2007). Por otro parte, se ha reportado que el
transporte facilitado de sacarosa, seguido por la hidrdlisis intracelular del
disacarido, mejora la velocidad de consumo de este azucar (Stambuk et al.,
2000).

Con el propésito de seleccionar cepas eficientes para la fermentacion de fructosa
en mostos con mezclas de azucares, se evaluaron cinco cepas de S. cerevisiae
aisladas de fermentaciones de tequila (T3 y T4), mezcal (M1 y M2) y cafa de
azucar (TC) en la fermentacion de medios de cultivo con fructosa o sacarosa
como fuente de carbono. Se evalud la velocidad especifica de crecimiento, la
velocidad de consumo de la fuente de carbono, los rendimientos en la produccién
de biomasa y etanol, la productividad de etanol y la actividad enzimatica de la
invertasa intracelular y extracelular. La caracterizacion fisiolégica de las cepas
permitid la seleccion de la cepa M2 como la mas eficiente para la utilizacion de
fructosa, la cepa T3 con los mejores rendimientos en la produccién de etanol en
medios con fructosa y la cepa TC como la mas eficiente para la fermentacion de

sacarosa.

Posteriormente, las cepas seleccionadas (M2, TC y T3) fueron evaluadas en
medios con mezclas de azucares (fructosa: sacarosa 51:49) o mosto de agave y
sacarosa (51:49), tanto de manera individual como en asociacién. De esta

manera se integraron tres cultivos mixtos: M2+T3, M2+TC y T3+TC.
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De la caracterizacion fisioldgica de las cepas y cultivos mixtos en el medio con
mezcla de azucares se encontré que las cepas seleccionadas por su eficiencia
para la utilizacion de fructosa o sacarosa (cepas M2 y TC) no presentaron tal
comportamiento en el medio con mezcla de azucares y su asociacion solo fue
eficiente para la utilizacién de sacarosa. Los mejores rendimientos de etanol y

bajos rendimientos de biomasa se obtuvieron con la cepa T3.

En las fermentaciones con mosto de agave y sacarosa la velocidad especifica de
crecimiento y los rendimientos de etanol se vieron afectados negativamente para
las cepas y los cultivos mixtos. No obstante, el efecto fue mas drastico para las

cepas puras que para los cultivos mixtos.

La evaluacién de la actividad enzimatica de la invertasa intracelular y extracelular
de las cepas y los cultivos mixtos permitié determinar que no existe una relacion
entre los niveles de actividad enzimatica y la velocidad de utilizaciéon de la

sacarosa.

De la secuenciacion del gen hxt3 de las diferentes cepas se encontré que aunque
existen mutaciones, estas no coinciden con las reportadas para el gen hxt3 de la

cepa que presentaba una utilizacion preferencial de fructosa.
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1. INTRODUCCION

En Meéxico existe una variedad de bebidas destiladas de agave como el
bacanora, el sotol, el tequila, el mezcal. Entre estas bebidas destaca el tequila,
a la cual se le ha otorgado el reconocimiento de “Denominacion de Origen”, lo
que la posiciona en un estatus como al del cogiac y la champana, bebidas que
reciben su nombre de la region donde se producen.

El tequila es una bebida alcohdlica resultante del proceso de fermentacion y
destilacion de extractos del tallo de Agave tequilana Weber variedad azul,
comunmente llamada agave azul. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-006-SCFI-1994, hay dos categorias basicas de tequila: uno llamado
Tequila 100% agave, elaborado exclusivamente de mostos de agave azul y otro
simplemente denominado Tequila. Este ultimo resulta del uso de 51% de mostos
de agave azul y 49% de otro tipo de azucares. En ambos tipos de tequila el
principal azucar fermentable es la fructosa, por lo que la adicion de otros
azucares da por resultado mezclas de fructosa, sacarosa y glucosa. Este tipo de
mezclas de azucares repercute principalmente en la fermentacion, la cual es una

de las etapas mas importantes del proceso de elaboracién del tequila.

La especie de levadura predominante durante las fermentaciones alcohdlicas es
Saccharomyces cerevisiae, que es capaz de crecer en diversas fuentes de
carbono, pero utiliza preferentemente a la glucosa y muestra la mayor velocidad
de crecimiento en este sustrato. El uso de mezclas de azucares (mezclas de
glucosa y fructosa, mezclas de sacarosa, glucosa y fructosa) en las que
predomina la fructosa, obliga a las levaduras a utilizar este azucar menos

preferido, lo que resulta en fermentaciones lentas o incompletas.

En el proceso industrial de elaboracién del tequila se ha observado que el uso
de una mezcla de mostos de agave y sacarosa como sustrato de fermentacién
conduce a fermentaciones mas prolongadas que aquellas en las cuales el
sustrato esta constituido exclusivamente por mostos de agave. Este tipo de
problemas podrian superarse si se realizara una seleccién de cepas de S.

cerevisiae con caracteristicas favorables para la fermentacion de mezclas de



INTRODUCCION

azucares en las que la glucosa no es el azucar predominante. Cepas con tales
caracteristicas podrian aislarse a partir de mostos de agave, que se caracterizan
por presentar como azucar principal a la fructosa, lo que podria permitir a las
cepas fermentar con mayor eficiencia mezclas de azucares con fructosa como

azucar principal, evitando asi fermentaciones largas.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Agave tequilana Webery el tequila

El tequila es una bebida destilada alcohdlica que se elabora a partir del agave. Los
agaves se encuentran desde el sur de Canada hasta la parte norte de Sudamérica;
sin embargo, México y en particular, el Estado de Jalisco, posee la mayor

biodiversidad (75% de las variedades de agave) (Romero, 2007).

Distintos agaves se utilizan para producir bebidas alcohdlicas, pero la produccion
de tequila esta restringida por las normas al uso de la variedad Agave tequilana
Weber de areas geograficas bien definidas (Jalisco, y algunos municipios de

Michoacan, Nayarit, Guanajuato y Tamaulipas) (Romero, 2007).

A. tequilana Weber es la unica especie empleada para la elaboracion de tequila
debido a su elevado contenido de inulina. El tallo de esta planta es rico en
fructanos, polimeros u oligdmeros compuestos principalmente por unidades de
fructosa enlazadas a moléculas de sacarosa, las cuales son facilmente

hidrolizadas por tratamiento térmico (Waleckx et al, 2008).
2.2.Proceso de elaboracion del tequila

El proceso de elaboracion del tequila comprende seis etapas basicas: jima de la
planta de agave, coccion de los tallos de agave, molienda de los tallos de agave,
fermentacion de los mostos, destilacion de los mostos fermentados y una etapa

opcional: la maduracion.
2.2.1 Jima de la planta de agave

Cuando los agaves alcanzan la madurez fisiolégica (después de 6 a 7 afos de
vida) se procede a la jima, una técnica que consiste en cortar las hojas de la planta
al ras de la base para dejar al descubierto el tallo de la planta.

2.2.2. Coccioén de los tallos de agave

Los tallos obtenidos se someten a un proceso de coccidon para hidrolizar los
fructanos y liberar principalmente fructosa como azucar fermentable. Este proceso
puede realizarse en hornos de mamposteria o en autoclave; la diferencia radica en
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que en los primeros, se emplean hasta 36 horas de cocimiento mientras que el uso

de autoclaves reduce el tiempo de coccién a 8 horas.
2.2.3 Molienda de los tallos de agave

Una vez que los tallos han sido cocidos, se procede a la molienda en molinos
mecanicos, seguida de la extraccion del jugo y recuperacion de sus mieles (mosto
fresco) con la consecuente eliminacion de las fibras. Como resultado de este

proceso se obtiene un mosto con aproximadamente 12% de azucares.
2.2.4 Fermentacion de los mostos

Para la fermentacién el mosto fresco recolectado puede mezclarse con agua y
otros nutrientes. Durante la fermentacion participan levaduras (tanto no-
Saccharomyces como Saccharomyces) y bacterias lacticas (Lappe et al., 2008). En
esta etapa los azucares del mosto son transformados en CO,, etanol y otros
compuestos congenéricos como alcoholes, acidos organicos, ésteres, entre otros.
El tiempo de la fermentacion varia con la temperatura ambiental y ésta a su vez
cambia en cada época del afo. Durante las bajas temperaturas de invierno la
fermentacion puede prolongarse mas de 24 horas.

2.2.5 Destilacion de los mostos fermentados

El producto de la fermentacién se somete a dos destilaciones sucesivas. En la
primera se obtienen tres fracciones: cabeza, corazén y cola. La primera contiene
alcoholes téxicos, en tanto que la ultima contiene agua y un poco de alcohol. Lo
mas importante de este proceso es obtener la segunda fraccion (el corazén, cuya
graduacion alcoholica es de 30° en promedio).

La fraccion obtenida de la primera destilacion se somete a una segunda destilacion
denominada “rectificacion” que produce tres nuevas fracciones. La primera fraccion
tiene 55° de alcohol, por lo que debe agregarsele agua desmineralizada para
reducir su poder alcohdlico y situarlo entre los 35° y los 46° por volumen,

obteniéndose de esta manera el tequila blanco.
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2.2.6. Maduracion del tequila destilado

Para modificar las caracteristicas sensoriales del tequila blanco, puede someterse
a un proceso de maduraciéon en barriles de roble. Cuando la barrica se fabrica se le
da un tostado, que puede ser ligero, medio o fuerte. El roble posee un compuesto
llamado vainillina, que se libera en proporcion con el tostado y permite que el

tequila tome color al estar en contacto con la barrica por lixiviacion.

El tiempo de reposo de un tequila se define en funcién del perfil que se le dara:
tequila reposado (al menos 2 meses de maduracion), afiejo (al menos 1 afo) y

extra afiejo (al menos 3 afos).

2.3.Tipos de tequila

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994 el tequila puede
clasificarse en dos categorias y cuatro clases.

La clasificacion por clases se basa principalmente en si el tequila fue o no
sometido a un proceso de maduracion y el tiempo que permanecié en reposo. Bajo
estos criterios es posible distinguir cuatro clases: blanco, joven, reposado y afejo.
Como ya habia sido mencionado, el tequila blanco no se somete a maduracién en
barricas, en tanto que el reposado y el afiejo son sometidos a tiempos de reposo
de al menos 2 meses y 1 afo, respectivamente. Para el caso del tequila joven, se
trata de una clase de tequila blanco adicionado con color caramelo, extracto de

roble, glicerina o jarabe a base de azucar para suavizar su sabor.

La clasificacion por categoria se basa en el tipo de azucares utilizados en la

elaboracion de la bebida. De esta manera, es posible distinguir dos categorias:

1. Tequila 100% agave. Contiene unicamente azucares provenientes del

agave.

2. Tequila. Contiene 51% de azucares provenientes del agave y 49%

provenientes de otros azucares (piloncillo, mascabado, etc).
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Las diferencias en la composicién del sustrato a partir del cual se elaboran las dos
categorias de tequila provocan que el desarrollo de la fermentacion por levaduras

para su elaboracién también difiera.
2.4. Fermentacién alcohdlica y el uso de Saccharomyces cerevisiae

Durante la fermentacion de mostos para la produccion de tequila esta presente una
microbiota integrada por bacterias lacticas y levaduras, las cuales se encuentran
en poblaciones mixtas o sustituyendo unas a otras (Lappe et al., 2008). Sin
embargo, S. cerevisiae es la levadura predominante durante las fermentaciones
alcohdlicas y la responsable de producir etanol y de aportar la mayoria de las
caracteristicas sensoriales al producto terminado (Fleet, 1990). Es por ello que la
utilizacion de cepas de S. cerevisiae como iniciadores para la inoculacion de
mostos en la fermentacion alcohdlica, es una practica muy comun en la industria

tequilera y en distintos procesos industriales (Casas, 2006).

En muchos de los procesos comerciales de produccion de bebidas alcohdlicas, el
medio de fermentacion es una mezcla compleja de diferentes azucares. En el caso
del tequila, de acuerdo con un estudio realizado por Waleckx y colaboradores
(2008), en el cual se caracterizé la eficiencia de hidrolisis de los fructanos de los
mostos de agave azul durante el cocimiento, se encontr6 que la fructosa
representa mas del 80% del total de carbohidratos. Esto significa que el principal
azucar presente durante la fermentacion de los mostos de agave en la produccion
de “Tequila 100%” es la fructosa. La adicidon de otros azucares al mosto de agave
para producir “Tequila” da por resultado mezclas de azucares que contienen

principalmente fructosa, sacarosa y glucosa.

Las fuentes de carbono preferidas por la mayoria de las especies de levadura son
las hexosas: glucosa, fructosa y manosa. S. cerevisiae puede crecer en diversas
fuentes de carbono, pero se adapta mejor a la utilizacién de glucosa y muestra la
mayor velocidad de crecimiento con este sustrato. En un contexto industrial la
utilizaciéon de mezclas de azucares puede desencadenar varios efectos negativos

para las levaduras y afectar a su vez al producto final.
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2.4.1. Efectos del uso de mezclas de azucares

La presencia de glucosa y sacarosa en una mezcla de azucares da como resultado

la activacion de dos rutas de senalizacion:

* Represion catabdlica por glucosa. Esta ruta inactiva diversos genes
involucrados en la toma y metabolismo de carbohidratos menos preferidos,
asi como genes involucrados en la gluconeogénesis y la respiracion
(Verstrepen et al., 2004).

* Ruta Ras/AMPc/PKA. Controla la expresion de varios genes involucrados en
el metabolismo, proliferacién y resistencia a estrés en respuesta a la
glucosa. Entre estos genes se encuentran los que codifican para proteinas
del choque térmico, como HSP12 y HSP104. Ademas, una alta actividad de
la proteina cinasa A (PKA) causa la represion de TPS1 y TPS2, genes que
codifican para la sintesis de trehalosa, la cual tiene un papel importante en
la resistencia al estrés celular, pues protege a la membrana contra la

desecacion y la desnaturalizacion proteica (Verstrepen et al., 2004).

De manera general la activacion de estas dos rutas tiene tres consecuencias

principales sobre las levaduras:

1. Represion de la respiracion
2. Disminucién en el consumo de otros carbohidratos (fructosa, manosa, etc)

3. Pérdida de resistencia celular al estrés

De entre estos tres efectos, la represion de la respiracion no es considerada un
efecto negativo para la elaboracion de bebidas alcohdlicas, pues la fermentacion
permite la produccion de etanol. Sin embargo, la disminucién en el consumo de
otros carbohidratos y la pérdida de resistencia al estrés si representan efectos

negativos para la produccion de bebidas alcohdlicas.

La reduccién en el consumo de otros azucares, debida a la inactivacion de
diversos genes involucrados en la toma y el metabolismo de carbohidratos menos
preferidos, afecta negativamente la velocidad de fermentacion. Por otra parte,

durante los procesos industriales, las levaduras enfrentan diversas condiciones

9
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severas de estrés, como cambios marcados en los niveles de O,, temperatura,
osmolaridad, pH, altas concentraciones de etanol y una deficiencia de nutrientes.
La incapacidad de las levaduras de responder a condiciones desfavorables
conduce a fermentaciones lentas y autdlisis celular; esto ultimo promueve el
desarrollo de sabores desagradables en bebidas como el vino (Belinchén et al.
2007; Guillaume et al., 2007; Verstrepen et al., 2004)

El uso de otros azucares como la fructosa o maltosa activa en menor medida que
la glucosa y la sacarosa, las dos rutas que producen los efectos mencionados.
Todos estos azucares (glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa) son metabolizados a
través de la misma ruta bioquimica: la glucdlisis. Sin embargo, existen diferencias
en cuanto a su transporte a través de la membrana y la accion enzimatica a la que
son sometidos (hidrdlisis de los disacaridos, fosforilacion de los monosacaridos)
antes de que continuen una via comun, que permitirian explicar el comportamiento
de la fermentaciéon por las levaduras, de acuerdo con el sustrato utilizado. Para el
caso del tequila resulta importante centrar nuestra atencion en el metabolismo de

la fructosa, sacarosa y glucosa.
2.5. Metabolismo de carbohidratos
2.5.1. Utilizacion de la sacarosa

La sacarosa es un disacarido que puede ser utilizado como fuente de carbono por
S. cerevisiae. Se sabe que existen dos mecanismos por los cuales esta levadura

puede utilizar la sacarosa:

1. Hidrdlisis de la molécula a fructosa y glucosa mediante una invertasa
extracelular, seguida del transporte de los monosacaridos a través de los

acarreadores de hexosas.

2. Transporte de la sacarosa a traves de la membrana celular y posterior hidrolisis
mediante una invertasa intracelular.

2.5.1.1. Hidrdlisis de la sacarosa

La invertasa cataliza la hidrdlisis de la sacarosa en fructosa y glucosa. Se conocen

seis genes en el genoma de S. cerevisiae que codifican para la invertasa: SUC1 a
10
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SUC-5 y SUC-7. Cada gen codifica para una forma intracelular y una extracelular
de la enzima. Una cepa especifica puede tener uno o varios genes SUC
funcionales. Aunque las propiedades cataliticas de las enzimas codificadas por los
diferentes genes son muy similares difieren en el nivel de expresién, dependiendo
del habitat de la cepa y de su genotipo (Del Castillo et al. 1992). Los genes SUC
generan dos mRNAs diferentes: un transcrito mas largo que codifica una invertasa
con una sefial requerida para su excrecion fuera de la célula, y un transcrito mas
corto que carece de dicha senal y por tanto codifica para una invertasa intracelular
(Carlson et al., 1982).

El gen SUC2 ha sido el mas estudiado: se sabe que su expresion esta regulada
por mecanismos mediados por glucosa, la cual modifica la capacidad de diversas
proteinas reguladoras de enlazarse a la region del promotor de SUC2. En
presencia de grandes cantidades de glucosa en el medio un complejo integrado
por Mig1, Ssn6, Tup1 y nucleosomas, se posiciona en la regién del promotor de
SUC2, reprimiendo su transcripcion, en tanto que en presencia de una baja
concentracion de glucosa y fuentes de carbono no fermentables, el complejo se

disocia del promotor (Tarkel, 2004).

En un estudio realizado por Belinchén y colaboradores (2007) se evalu6 el efecto
de la eliminacién de las proteinas sensoras de glucosa (Snf3, Rgt2 y Gpr1) sobre
la induccion de SUC2 por glucosa. Se encontré que las proteinas sensoras son
necesarias para una completa induccion de SUC2 a bajas concentraciones de
glucosa (0.05%), ya que la union de la glucosa a las proteinas sensoras activa una
ruta de sefalizacidn que conduce a la separacion del represor Rgt1 del promotor
de SUC2.

2.5.1.2 Transporte de la sacarosa

En un estudio realizado por Stambuk y colaboradores (1999), se encontrd
evidencia de la existencia de dos sistemas de transporte para la sacarosa, con
diferente cinética. Uno de alta afinidad (Km= 7 mM) y otro de baja afinidad
(Km=100 mM). El gen AGT1 codifica para el transportador de alta afinidad, en
tanto que la maltosa permeasa corresponde al de baja afinidad. Ambas permeasas

se caracterizan por realizar un transporte activo, en simporte con un proton.
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La maltosa permeasa es un acarreador comun para la maltosa y la sacarosa. De
acuerdo con un estudio en el que se determind la cinética de utilizacién de mezclas
de sacarosa y maltosa, se detectd una inhibicion competitiva en la toma de maltosa

por la presencia de sacarosa (Mwesigye et al., 1996).

La permeasa codificada por el gen AGT1 transporta activamente maltosa,
sacarosa y otros a-glucosidos. Su expresion se induce por maltosa a través de
genes reguladores de MAL, y permite incrementar la velocidad especifica de

crecimiento de cepas que crecen en sacarosa (Stambuk et al. 2000).
2.5.2. Utilizacién de fructosa y glucosa

La ruta bioquimica fundamental de la fermentacion de las hexosas es la glucdlisis.
El primer paso para la utilizacion de la fructosa y la glucosa es su transporte a
través de la membrana. Una vez internalizadas, las hexosas son fosforiladas.
Posteriormente se cataliza la isomerizacion de la glucosa 6-fosfato a fructosa 6-
fosfato por la fosfohexosaisomerasa, y a partir de este punto el metabolismo de la

glucosa y la fructosa es el mismo (Figura 1).

| Fructosa 6-P |4_ Glucosa 6-P

=

Figura 1. Toma extracelular y fosforilacién de glucosa y fructosa por S. cerevisiae para su posterior
incorporacion a la via glucolitica

Hexocinasa
Hexocinasa
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De esta manera, solo hay dos pasos en la ruta de fermentacién en los cuales
pueden existir diferencias que permitan explicar el consumo preferencial de
glucosa sobre el de la fructosa: el transporte a través de la membrana y la

fosforilacion.
2.5.2.1. Transporte de hexosas a través de la membrana

El primer paso obligatorio para la utilizacion de las hexosas es el transporte a
través de la membrana plasmatica. En las levaduras, la toma de hexosas esta
mediada por una gran familia de proteinas transportadoras. En S. cerevisiae se
han identificado los genes de 20 diferentes transportadores de hexosas. Seis de
estas proteinas transmembranales median la toma de glucosa, fructosa y manosa
para el crecimiento (Hxt1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt6 y Hxt7). Otros dos catalizan
unicamente el transporte de pequefias cantidades de estos azucares (Hxt8 y
Hxt10), una proteina es transportadora de galactosa pero también es capaz de
transportar glucosa (Gal2), dos transportadores estan involucrados en el proceso
de resistencia a farmacos (Hxt9 y Hxt11) y la funcién del resto de los

transportadores aun no se conoce (Boles & Hollenberg, 1997).

Existe poca informacion acerca de la estructura tridimensional de los
transportadores de hexosas no obstante, con base a sus secuencias de
aminoacidos es probable que presenten de 11 a 12 cruces transmembranales
(Kruckeberg, 1996).

El analisis del efecto de la inactivacion de los genes HXT1-7 ha mostrado que los
acarreadores de glucosa Hxt1-7 son los principales involucrados en la toma de
hexosas, ya que su ausencia impide a las cepas transportarlas.

Los transportadores de hexosas exhiben afinidades diferentes por sus sustratos.
Hxt1 y Hxt3 son transportadores de baja afinidad (Km para glucosa de 50 a 100
mM). Hxt1 se inducen a altas concentraciones de glucosa y la induccion de Hxt3 es
independiente de la concentracion de glucosa. Hxt4 y Hxt5 son transportadores de
afinidad moderada en tanto que Hxt2, Hxt6 y Hxt7 son transportadores de alta

afinidad (Km por glucosa de 1 a 4 mM) (Boles & Hollenberg, 1997).

13



ANTECEDENTES

La expresion de los genes que codifican para estos transportadores esta
controlada por las proteinas sensoras de glucosa (Snf3 y Rgt2), las cuales
detectan la disponibilidad de las fuentes de carbono. De esta manera, la expresion
de los distintos acarreadores esta modulada por la concentracidn externa de
glucosa, y por tanto se ve modificada en el transcurso de la fermentacion (Rolland
et al., 2002).

En un estudio reciente se analizé el patron de expresidon de los transportadores
Hxt1-7 durante la fermentacion alcohdlica del vino, y se encontré que Hxt2 tiene
una funcién importante durante la fase de retardo (lag), Hxt1 s6lo se expresa al
inicio de la fermentacién, Hxt3 se expresa al inicio de la fermentacion, su expresiéon
se maximiza al inicio de la fase estacionaria y disminuye lentamente durante el
transcurso de esta fase. Por otra parte, los acarreadores de alta afinidad Hxt6 y
Hxt7 se inducen al inicio de la fase estacionaria y mantienen su actividad durante
ella (Pérez et al. 2005).

Recientemente se aislo un alelo hxt3 con diez mutaciones a partir de una cepa de
levadura comercial con alta capacidad de utilizacion de fructosa. Este alelo mejoro
significativamente la utilizacion de fructosa en una cepa que no expresaba ninguno
de los genes que codifican para los transportadores de hexosas (Hxt1-Hxt7). Se
detectaron caracteristicas cinéticas similares en el transporte de glucosa y fructosa
del transportador mutado con respecto al trasportador de una cepa silvestre pero
Su sobreexpresion produjo un mejor consumo de fructosa y disminuyé el tiempo de

la fermentacion (Guillaume et al. 2007).
2.5.2.2. Fosforilacién de hexosas

Una vez que los azucares son importados dentro de la célula, éstos son
fosforilados por una de las tres hexocinasas Hxk1 (hexocinasa 1), Hxk2
(hexocinasa 2) y Glk1 (glucocinasa 1), las cuales difieren en su afinidad por la

glucosa y la fructosa.

La glucocinasa Glk1 solo fosforila glucosa en tanto que las hexocinasas Hxk1 y
Hxk2 fosforilan tanto a la glucosa como a la fructosa, pero tienen mayor afinidad

por glucosa que por fructosa. Hxk1 muestra mayor afinidad por glucosa que la
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enzima Hxk2. Por otra parte, Hxk1 tiene una Vnax tres veces mayor con fructosa
que con glucosa y Hxk2 tiene una Vnyax ligeramente mayor con glucosa que con
fructosa. Sin embargo, las concentraciones celulares de estos dos azucares suelen
ser menores a los valores de Km, por lo que no se alcanza la Vmnax, 0 cual
concuerda con una deteccion de mayor velocidad en el consumo de glucosa sobre
fructosa a pesar de que la Vmax con fructosa de la Hxk1 es superior (Reifenberger
et al., 1997).

En un estudio reciente se determind la actividad total de fosforilacion de las
hexocinasas y los parametros cinéticos en extractos celulares de cepas de S.
cerevisiae cultivadas en glucosa, fructosa y una mezcla de ambas. Estas cepas se
modificaron para expresar unicamente una hexocinasa (Hxk1 6 Hxk2). Se encontro
que solo la sobreexpresion de HXK1 aumentaba el consumo de fructosa mas que
el de glucosa pero que la actividad total de fosforilacion de la hexocinasa no esta
relacionada con la diferencia en la velocidad de consumo de glucosa y fructosa
(Berthless et al., 2008).

2.6. Seleccion de cepas eficientes e integracion de cultivos mixtos para la
elaboracién de Tequila

El sustrato empleado en la elaboraciéon de “Tequila” comprende el uso de mostos
de agave y sacarosa. Como ya se menciond, la sacarosa puede ser hidrolizada a
fructosa y glucosa por una invertasa extracelular o bien ser transportada intacta
mediante la maltosa permeasa o la permeasa codificada por AGT1 vy
posteriormente ser hidrolizada. En ambos casos el azucar predominante es la
fructosa (un azucar menos preferido por S. cerevisiae), pero en el caso de la
hidrolisis extracelular de sacarosa se libera glucosa, capaz de activar la ruta de
represion catabdlica y la ruta Ras/AMPc/PKA y desencadenar efectos negativos

durante la fermentacion.

Dado que los problemas observados durante la produccion de “Tequila” son
atribuidos a la presencia de mezclas de azucares, es posible que el uso de cepas
eficientes para la fermentacion de fructosa y sacarosa evite tales problemas. Por
otro parte, la utilizacion de cultivos mixtos para la fermentaciéon de sustratos con

mezclas de azucares, ha mostrado tener un alto potencial biotecnolégico en
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procesos como la produccion de alimentos fermentados, bebidas alcohdlicas,
bioetanol y en la biorremediacion (Reeves et al., 2003). En este contexto, el uso de
cultivos mixtos ha partido de la seleccion de cepas con determinadas
caracteristicas, que al ser utilizadas en asociacion permiten mejorar la produccion
de algun metabolito de interés o bien hacer mas eficiente el consumo de los
azucares presentes en el sustrato. Tal es el caso de la produccidén de bioetanol a
partir de residuos lignoceluldsicos, en los cuales hay mezclas de hexosas y
pentosas. En este tipo de procesos, se ha evaluado la utilizacién de cultivos mixtos
integrados por cepas eficientes para la fermentacion de cada tipo de azucar (S.
cerevisiae para el consumo de hexosas y Pichia stipitis para el consumo de
pentosas), promoviendo asi el consumo simultaneo y la conversion total de los

azucares en etanol (Grootjen et al., 1990).

De manera similar, en diversos estudios se ha evaluado la utilizacién de cultivos
mixtos para mejorar la calidad de los vinos. Por ejemplo, para modular el perfil
aromatico a través de la producciéon de ésteres se han evaluado cultivos mixtos de
Hanseniaspora osmophila'y S. cerevisiae, 1o que ha permitido obtener vinos con un
fuerte aroma frutal (Viana et al, 2009). La integracién de cultivos mixtos con
Candida stellata y S. cerevisiae ha mejorado la produccién de glicerol en vinos
(Soden et al., 2000), en tanto que los cultivos mixtos de Debaryomyces vanriji han

permitido incrementar la produccion de geraniol (Garcia et al., 2002).

De esta manera, la integracion de cultivos mixtos con cepas de S. cerevisiae
eficientes para el consumo de fructosa o sacarosa, podria ser una alternativa
interesante respecto al uso individual de cepas durante las fermentaciones para la
produccion de “Tequila”. En este contexto, seria de gran utilidad contar con
criterios que permitieran realizar la seleccibn de cepas eficientes para la

fermentacion de fructosa o sacarosa.

Para el caso de la utilizacion de fructosa, las bases moleculares que determinan la
utilizacién preferencial de la glucosa sobre la fructosa no han sido elucidadas
completamente. No obstante, el transporte de hexosas es uno de los pasos
determinantes y un estudio reciente sugiere que la presencia de diez mutaciones

en el alelo hxt3 mejora la utilizacién de fructosa en cepas que expresan este alelo
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(Guillaume et al., 2007). En cuanto a la utilizacion de sacarosa, esta reportado que
su transporte activo seguido por su hidrdlisis intracelular por la invertasa mejoro la
velocidad especifica de crecimiento de cepas cultivadas en medios con sacarosa
(Stambuk et al., 2000).

Partiendo de estos antecedentes, es posible que las mutaciones en el alelo hxt3
puedan utilizarse como un criterio de seleccion de cepas con utilizacién
preferencial de la fructosa. En tanto que los niveles de actividad enzimatica de la
invertasa intracelular podrian emplearse como criterio de seleccion de cepas

eficientes para la fermentacion de sacarosa.
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3. JUSTIFICACION

La especie de levadura predominante durante las fermentaciones alcohdlicas
para la produccion de diversas bebidas es S. cerevisiae. Esta levadura es la
responsable de producir etanol y de aportar la mayoria de las caracteristicas
sensoriales al producto terminado (Fleet, 1990).

En muchos procesos comerciales, el medio de fermentacidon es una mezcla
compleja de diferentes azucares fermentables como: glucosa, fructosa,
sacarosa, maltosa y maltotriosa (Verstrepen, 2004). Bajo estas condiciones las

fermentaciones son lentas o incompletas.

Diversos estudios relacionados con procesos de fermentacion con mezclas de
azucares (fructosa-xilosa, glucosa-fructosa, entre otros), demuestran la utilidad
de emplear cultivos mixtos para mejorar la velocidad de consumo de los
azucares o bien incrementar la produccion de determinado metabolito, lo cual
esta en funcion de las caracteristicas de las cepas que constituyen el cultivo
mixto (Harrison & Wren, 1976; Grootjen ef al., 1990; Ingram et al., 1999; Reeves
et al., 2003). No obstante, no existen estudios sobre el comportamiento de
cultivos mixtos eficientes para la fermentacidn de mostos con mezclas de

fructosa-sacarosa, que posiblemente evitarian fermentaciones prolongadas.

La integracion de un cultivo mixto eficiente para la fermentacion de fructosa y
sacarosa plantea a su vez la necesidad de contar con cepas eficientes para el
consumo de cada azucar. Para ello seria de gran utilidad tener criterios de
seleccion de cepas eficientes para la fermentacion de fructosa o sacarosa. Dado
que en un estudio se sugiere que la presencia de diez mutaciones en el gen del
transportador de hexosas Hxt3 mejora la capacidad de utilizacion de fructosa es
posible que tales mutaciones puedan servir como criterio de seleccion de cepas
eficientes para la fermentacién de fructosa. Por otra parte, ha sido reportado que
el transporte activo de sacarosa seguido por la hidrolisis intracelular del
disacarido mejora la velocidad de utilizacion de este azucar, no obstante no

existe informacion relacionada con la niveles de actividad de las invertasas.
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En este trabajo se plantea caracterizar las propiedades de fermentacion de
fructosa y sacarosa (velocidad de crecimiento, consumo del sustrato y
rendimientos de etanol y biomasa) de diferentes cepas de S. cerevisiae aisladas
a partir de mostos de agave y cafia de azucar, lo que nos permitira seleccionar a
la cepa mas eficiente para cada medio de fermentacion. Posteriormente, se
evaluara la capacidad fermentativa de las cepas mas eficientes tanto de manera
individual como asociadas (cultivos mixtos) en medios con mezclas de fructosa-
sacarosa o0 mosto de agave-sacarosa. Finalmente determinaremos si la
capacidad mejorada de utilizacion de fructosa se debe a la presencia de
mutaciones en el gen que codifica para el transportador de hexosas Hxt3 y si la
capacidad de utilizacion de sacarosa depende de la actividad enzimatica de las
invertasas.

De encontrar una relacion entre la capacidad de utilizacion de fructosa y
sacarosa con la presencia de determinadas mutaciones en el gen hxt3 o con los
niveles de actividad enzimatica de las invertasas posibilitaria su posterior uso
como criterios de seleccion en la busqueda de cepas eficientes para la

fermentacion de fructosa en mostos con mezclas de azucares.
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5.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El uso de cultivos mixtos integrados por cepas eficientes para el consumo de
fructosa o sacarosa en la fermentacién de mostos con mezclas de fructosa-
sacarosa permitira un consumo mas eficiente de los azucares que si se

emplean cepas de manera individual.

OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Seleccionar cepas de S. cerevisiae eficientes para la fermentacion de

mezclas de fructosa-sacarosa.

5.2. Objetivos particulares

Evaluar las caracteristicas de fermentacion (velocidad de crecimiento,
consumo de azucares y rendimientos de etanol y biomasa) de diferentes
cepas de S. cerevisiae, aisladas a partir de mostos industriales de agave y

cafa de azucar, en medios con fructosa y sacarosa.

Seleccionar la cepa de S. cerevisiae con la mejor velocidad de consumo de
fructosa y la mayor produccion de etanol.

Seleccionar la cepa de S. cerevisiae que presente la mejor capacidad de

utilizacién de sacarosa y altos rendimientos de etanol.

Evaluar la capacidad fermentativa (velocidad de crecimiento, consumo de
azucares y rendimientos de etanol y biomasa) de las cepas seleccionadas a
partir de los medios con fructosa o sacarosa, de forma individual y asociadas
en cultivos mixtos, en medios con mezclas de fructosa-sacarosa o mosto de

agave y sacarosa.

Evaluar la actividad enzimatica de la invertasa extracelular e intracelular de

las diferentes cepas y cultivos mixtos de S. cerevisiae.

Determinar si existen diferencias en el gen hxt3 de las distintas cepas de S.

cerevisiae.
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6. MATERIALES Y METODOS

e
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Figura 2. Diagrama general de la metodologia empleada para la seleccién de cepas con alta

capacidad de fermentacion de mezclas de fructosa y sacarosa
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6.1. Material biolégico

Se emplearon 4 cepas de S. cerevisiae aisladas a partir de mostos de agave
(Andrade, 2006; Rivera, 2007) para la produccion de mezcal (Cepa M1y M2) y
tequila (Cepa T3 y T4), asi como 1 cepa aislada de fermentaciones de cafa de
azucar (Cepa TC). La caracterizacion de las cepas fue realizada por amplificacion del
dominio D1-D2 del gen 26S del ARNr. La tipificacion de las cepas se realizd
mediante la comparacion del cariotipo con la técnica de electroforésis en gel de

campo pulsado (PFGE). Las cepas estan almacenadas a -80°C.
6.2. Medios de cultivo

Para el aislamiento de las cepas y la preparacion de los inéculos se utilizé el medio
YPD (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%). Para el medio sdélido se

adicion6 1.5% de agar bacteriolégico.

Para el desarrollo de las fermentaciones se evaluaron los siguientes medios de

cultivo:
Medio con fructosa (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, fructosa 20 %)
Medio con sacarosa (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, sacarosa 20%)

Medio con mezcla de azucares (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, fructosa
10.2%, sacarosa 9.8%)

Medio con mosto de agave y sacarosa (Extracto de levadura 1%, peptona 1%, mosto

de A. tequilana Weber 10.2% y sacarosa 9.8%)

En todos los casos el medio se esterilizé en autoclave a 121°C (15 Ibs de presién)

durante 15 minutos.
6.3. Preparacion del inéculo para las fermentaciones

Las diferentes cepas de S. cerevisiae aisladas en medio YPD se inocularon en
matraces de 250 mL con 50 mL de medio estéril YPD y se incubaron a 30°C con
agitacion constante (150 rpm) durante 24 horas. Se tomaron alicuotas de 1 mL a las

0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas. Se realizaron diluciones decimales de cada una de las
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muestras con agua destilada estéril para determinar la densidad 6ptica a 580 nm en
un espectrofotometro. De esta manera se obtuvieron las curvas de crecimiento para

las diferentes cepas.
6.4. Fermentaciones

Se inocularon 5 mL del medio YPD (con una densidad aproximada de 10° células/
mL en fase exponencial) en matraces de 250 mL con 50 mL del correspondiente
medio de fermentacion (fructosa, sacarosa, fructosa y sacarosa o mosto de agave y
sacarosa). Los matraces se mantuvieron en incubacién a 30°C sin agitaciéon durante
60 horas.

Durante las fermentaciones se monitorearon los siguientes parametros:

* Crecimiento celular

* Produccién de etanol

* Consumo de fructosa, glucosa y sacarosa (dependiendo del medio de
fermentacion).

* Actividad enzimatica de la invertasa intracelular y extracelular (en los medios

en que se utilizé sacarosa como fuente de carbono).

6.4.1. Crecimiento celular

Se tomaron alicuotas de 2 mL a las 0, 6, 10, 12, 16, 18, 20, 24, 35 y 60 horas de la
fermentacion. Las muestras se filtraron a través de membranas Millipore de 0.45 um
(previamente secadas y pesadas) y se secaron en estufa a 120°C durante 12 horas.
Se determiné el peso de las muestras secas y con estos datos se construyeron las

curvas de crecimiento.
6.4.2. Produccion de etanol

Se tomd una muestra de 20 mL a las 60 horas de la fermentacién. La muestras se
centrifugaron a 8500 rpm durante 10 min. El sobrenadante se destil6 mediante un
equipo Quick Fit recolectando aproximadamente 18 ml de destilado. El contenido de

etanol en el destilado se determind por cromatografia de gases.
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Se utilizé6 un cromatégrafo Agilent 6590 equipado con un detector de ionizacion de
llama (FID) 560 y una columna Innowax de la misma marca. El equipo se utilizé a
una temperatura de inyector de 250°C con un volumen de inyeccion de 1 ul. El
programa de temperaturas fue el siguiente: una temperatura inicial de 80 °C durante
1 minuto y después un aumento de 15°C por minuto hasta alcanzar 150 °C durante 3
minutos, los gases acarreadores fueron H; a un flujo de 40 ml/min, aire a 400ml/min

y N2 a 5.0 ml/min.

La cuantificacion de etanol se realiz6 comparando el area de los picos que

coincidieran con los tiempos de retencion de soluciones estandar de etanol.
6.4.3. Consumo de sacarosa, fructosa y glucosa

Para determinar el consumo de sacarosa, fructosa y glucosa (dependiendo del
medio de fermentacion) durante la fermentacion se tomaron alicuotas de 1 mL a las
0, 2,4, 6, 8, 18, 24, 35y 60 horas de la fermentacién. Las muestras se centrifugaron
a 10 000rpm durante 10 min. Posteriormente se filtraron a través de filtros de 0.45

um de diametro (Millipore).

Se utilizdé un cromatégrafo Waters 525 equipado con un detector de indice de
refraccion Serie 200 (Perkin Elmer) y una columna Sugar Pack. El volumen de
inyeccion fue de 10 pl y la fase movil H,O con EDTA 0.05g/L a un flujo de 0.4 ml/min
y una temperatura de 70°C. La temperatura de la columna se mantuvo a 85°C y se
evitd que superara los 95°C. La concentracion de glucosa, fructosa y sacarosa se

determind por el método de estandar externo a partir de curvas de calibracion.
6.4.4 Adaptacion del consumo de azicares a ecuaciones matematicas

Se evalué el uso de modelos de regresion no lineal para la descripcion del consumo
de azucares durante las fermentaciones con los diferentes medios de cultivo. El
software utilizado fue OriginPro 8.1 (OriginLab, US), los modelos empleados fueron
el modelo de decaimiento exponencial y el modelo de decaimiento sigmoidal
(ecuacidn modificada de Gompertz) utilizados en estudios previos (Arroyo et al.,
2008; Lambert & Pearson, 2000; Tronchoni et al., 2009). La seleccion del modelo a
utilizar en cada uno de los casos se basé en identificar el que tuviera el mayor valor

de R? y los menores intervalos de confianza para los diferentes parametros. En el
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Anexo A se describen los parametros de cada modelo. A partir de las ecuaciones
que describen el perfil de consumo de cada azucar, se determiné el tiempo requerido

para consumir la mitad de la concentracion de sustrato inicial (valor de tsp)

6.4.5. Determinacion de actividad enzimatica de la invertasa

Para determinar la actividad enzimatica de la invertasa se tomaron dos alicuotas de
1mLalasO, 2, 4,6, 8, 18, 24, 35y 60 horas de la fermentacion.

Para la determinacion de la actividad de la invertasa extracelular las muestras se
centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descarto y las
células se lavaron en dos ocasiones con agua destilada estéril, agitacion y
centrifugacién a 10000 rpm durante 15 minutos. El paquete celular se resuspendio
en 1 ml de agua destilada estéril. Para el ensayo de la invertasa extracelular se
emplearon células intactas (Goldstein & Lampen, 1975; Vitolo & Borzani, 1982;
Mwesigye & Barford, 1994).

Para la determinacion de la actividad de la invertasa intracelular las muestras se
centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descarto y las
células se lavaron en dos ocasiones por adicion de agua destilada estéril y
centrifugacién a 10000 rpm durante 10 minutos. El paquete celular se resuspendié
en 1 ml de agua destilada estéril y se adicionaron 0.3 g de perlas de vidrio (0.45-0.5
mm de diametro). Las células se lisaron por agitacién en el vortex en 4 intervalos de
2 minutos entre los cuales la muestra se enfrio en hielo durante 1 minuto.
Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
fue utilizado para la determinacion de la actividad de la invertasa intracelular (Herwig
et al. 2002).

Para los ensayos de actividad de la invertasa se mezclaron 50 pl del sobrenadante
(ya sea el que contenia la invertasa extracelular o la invertasa intracelular) con 200 pl
de solucién de sacarosa (120 g/l en amortiguador de acetato de sodio pH 5.0) y se
incubo a 30 °C por 60 minutos. La reaccidén enzimatica se detuvo por adicion de 50 pl
del amortiguador KoHPO4 (pH 7.0) y los tubos se colocaron inmediatamente en un

bafio de agua hirviendo durante 5 minutos (Herwig et al. 2002). Posteriormente, los
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tubos se enfriaron y los azucares reductores producidos se cuantificaron por el
método DNS (Miller, 1959).

La actividad especifica de la invertasa se expres6 como mg de azucares reductores/

min mg célula.
6.5. Extraccion de DNA

Se prepard un cultivo en 20 ml de medio YPD de la cepa correspondiente (agitacion
continua de 180 rpm durante 18 horas a 30°C). El cultivo se centrifugé a 10000 rpm
durante 10 minutos y descarté el sobrenadante. Las células se resuspendieron en
500 ul de agua destilada estéril, posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm

durante 10 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante.

Al paquete celular obtenido se adicionaron 200 ul de buffer de lisis, 0.3 g de perlas
de vidrio previamente lavadas en acido (de 0.45-0.5 mm de diametro) y 200 pl de
una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1). Los tubos se agitaron en
el vértex a maxima velocidad durante 90 segundos. Posteriormente se centrifugaron
durante 5 minutos a 10000 rpm. El sobrenandante se transfiri6 a un tubo Eppendorff
estéril y se adicionaron 500 ul de etanol al 100% frio. Se centrifugé a 10000 rpm
durante 5 minutos y se elimind el sobrenadante. El pellet se resuspendié con 400 pl
de buffer TE (Tris 10mM pH 8, EDTA 1 mM), 40 pl de Acetato de sodio 3M y 1000 pl
de etanol al 70% frio. Se centrifugé a 10000 rpm durante 5 minutos y se descart6 el
sobrenadante. Finalmente el DNA precipitado se resuspendi6 en 50 pl de buffer TE.

El templado de DNA se almacend en congelacion a -20°C hasta su utilizacion.

6.5.1. Amplificacion del alelo HXT3
Para la amplificacion del alelo hxt3 se disefiaron los siguientes oligonucleétidos:
« Oligonucledtido sentido: 5- CTGAGTTAAACAATCATGAATTCAACTCC -3’

* Oligonucleotido antisentido: 5- ACGGTTTAGCGTGAAATTATTTCTTGCC -3’
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Para la reaccién de PCR se probaron diferentes concentraciones de MgCl, (1.0, 1.5,
2.0 y 4.0 mM). Los reactivos y cantidades empleadas para la reaccion de PCR se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién de la mezcla de reaccion empleada para la amplificacion del gen hxt3

Reactivo Volumen (ul)
DNA 3.0
Oligonucledtido sentido (0.5 uM) 0.5
Oligonucledtido antisentido (0.5 uM) 0.5
Amortiguador 2.5

MgCl, (1.5 mM) 1.0/15/2.0/4.0
dNTPs (10 uM) 0.5

H>0 c.b.p. 25

Taq polimerasa (2.5 U/ul) 0.2

Las condiciones de la PCR fueron:

95°C por 5 min

95°C,30s
o .
60°C, 2 min \ 35 ciclos
76°C, 2 min
76°C, 5 min )

Los productos se analizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de

etidio (0.5 pg/ml) y se visualizaron bajo luz UV.

Los productos de PCR se secuenciaron en la Unidad de Secuenciacion del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM. Los alineamientos de las secuencias se realizaron
en la base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI)

mediante el software Geneious V5.0 (Biomatters, US).
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8. Conclusiones

La tendencia de una cepa a destinar el sustrato preferencialmente hacia la
produccion de biomasa o de etanol no se ve afectada por el uso de medios
con fructosa, sacarosa o glucosa, o bien medios con mezclas de estos

azlcares.

Los perfiles de consumo de azucares en medios con fructosa, sacarosa y
glucosa se ven modificados en comparacion al consumo en medios con una
sola fuente de carbono, por lo que la integracion de cultivo mixtos no
necesariamente conduce a un comportamiento mas eficiente de estos en

comparacion con el uso de cepas puras.

Durante las fermentaciones los cultivos mixtos de S. cerevisiae son mas
resistentes a los compuestos inhibitorios presentes en hidrolizados de agave

que las cepas puras.

La actividad enzimatica de la invertasa intracelular y extracelular no es un
factor determinante en la velocidad de consumo de sacarosa por las cepas
de S. cerevisiae y la fructofilia de las cepas en estudio no esta determinada
por la presencia de diez mutaciones en el gen hxt3, por lo que no son
caracteristicas generales que puedan ser empleadas como criterios de
seleccion de cepas eficientes para la fermentacion de fructosa en medios

con mezclas que ademas contienen glucosa y sacarosa.

El estudio muestra la complejidad de los factores que intervienen en el
comportamiento de las distintas cepas; sin embargo, parece ser que la cepa
T3, que presento alto rendimiento de etanol y bajo rendimiento de biomasa,
podria ser empleada para la produccion de bebidas alcoholicas en las que el
sustrato esta constituido por fructosa / mosto de agave, sacarosa y glucosa.
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ANEXO A
Modelos de regresién no lineal

1. Modelo de decaimiento exponencial

200 =

_>S

150

100

Azucar (g/L)

50

Qe

Tiempo (h)

Funcién: Y=D + Se™

Donde:

Y= Concentracion de azucar presente (g/L)

t= Tiempo transcurrido en la fermentacion (h)
D=Valor especifico cuando t tiende a infinito (g/L)
S=Valor estimado de cambio (g/L)

K= Constante cinética (g/L " h)
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2. Modelo de decaimiento sigmoidal (Ecuacién alterada de Gompertz)

100
80
60

40

Azucar (g/L)

20=

O

Tiempo (h)

Funcion: Y=B + Aee' (M)

Donde:

Y= Concentracién de azucar presente (g/L)

t= Tiempo transcurrido en la fermentacion (h)

A= Distancia entre la asintota mayor y la asintota menor (g/L)
B= Asintota menor cuando t tiende a infinito (g/L)

K= Constante cinética (g/L " h)

M= Tiempo al que se obtiene el punto de inflexién (h)
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Apéndice B
Alineamiento multiple de las secuencias del gen hxt3 de las diferentes cepas de
S. cerevisiae con la secuencia estandar del gen HXT3 de la cepa SC288 y la del

gen mutado de la cepa Fermichamp.

50 60 70 80 90 100 110 120 12

sc288 TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S N S S Q V M N M P EEZK G V Q DD F Q@
FERMICHAMP  TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S NS S QV M NMTPTETETZKTGV YV Q DD F Q
M1 TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S NS S QV M NMPETETZKTGV YV Q DD F Q
M2 TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S NS S QV M N M PETETZKGV YV Q DD F Q
T3 TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S N S S Q V M N M PETET KT GV Q DD F Q@
T4 TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S N S S OV M N M P EE K G V Q DD F ¢
TC TCGAATGCTGACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGG TAATGAACATGCCTGAAGAAAAAGGTG TTCAAGATGATTTCCA
Frame 1 S N A DL P S NS S QV M NMTEPTETETZKTGTV YV Q DD F Q

25 130 140 150 160 170 180 190 200

sc288 A\AGCTGAGGCCGACCAAGTACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTG CHTA TG TCACTG TGTCTATCTG TTGTGTT
Frame 1 > A E A DOV L TDNZPUNTTGTE KGA AT YU VTV S I CCV
FERMICHAMP  \AGCTGAGGCCGACCAAGTACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTGCHTATG TCACTGTGTCTATCTGTTGTGTT
Frame 1 > A E A D QU VL TDNZPUNTTGTE KGA ATZTYU VTV S I CC V
M1 AAGCTGAGGCCGACCAAG TACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTG CITA TG TCACTG TGTCTATCTG TTGTGTT.
Frame 1 > A E A D OQ VL TNZPUNTTGTEXKGA ATYUV VTV S I CCV
M2 A\AGCTGAGGCCGACCAAGTACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTG CITA TG TCACTG TGTCTATCTG TTGTGTT.
Frame 1 ) A E A DOQ VL TNUZPNTTGT KGA ATZTYUV VTV S I CCV
3 A\AGCTGAGGCCGACCAAGTACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTG CBTA TG TCACTG TGTCTATCTG TTGTGTT.
Frame 1 > A E A DOV L TNPUNTTGT XKGA ATV YUVTUV VS I CCV
T4 A\AGCTGAGGCCGACCAAGTACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTG CETA TG TCACTG TGTCTATCTG TTGTGTT.
Frame 1 ) A E ADOJVTLTNTPNTGT KGA ATZYU VTV S TI CC V
TC \AGCTGAGGCCGACCAAG TACTTACCAACCCAAATACAGG TAAAGGTG CTA TG TCACTG TGTCTATCTG TTGTGTT.
Frame 1 ) A EADOQV VL TDNUZPUNTTGTEXKGA ATZTYU VTV S I CCV
21‘0 ZZIO 23]0 Z4IU ZSIU ZSID ZZO
sc288 'ATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT.
Frame 1 M V A F G G FV F G WODTGTTI S G F UV A QT D F 1
FERMICHAMP  'ATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT"
Frame 1 M V A F G G FV F G WODTGTTI S G F UV A QT D F 1
M1 'ATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT!
Frame 1 M VA F GG F V F G WDTGTTI S G F UV A QT D F 1
M2 'ATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT!
Frame 1 M V A F G G FV F G MWUDTGTTI S G FV AT QT D F 1
3 'ATGGTTGCCTTCGGTGG TTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT!
Frame 1 M VA F GG F V F G WIDTTGTTI S G FV A QTD F 1
T4 'ATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT.
Frame 1 M V A F G G FV F G WODTGTTI S G F UV A QT D F 1
TC 'ATGGTTGCCTTCGGTGG TTTCGTTTTCGG TTGGGATACTGG TACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCT!
Frame 1 M V A F G G FV F G WODTGTTI S G F UV A QT D F 1
Z?D Z?O 390 3%0 32‘0 33‘0 34‘0 35‘0
sc288 TGAGAAGATTCGG TATGEAGCAMAAAGA TGG TAG TTATTATTTG TCTAAGG TTAGAACMGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MBEH K D G S ¥ Y L S K V R TG L I V S I
FERMICHAMP  TGAGAAGATTCGG TA TGEAGCAMAAAGATGG TAGTTATTATTTG TCTAAGG TTAGAA CBGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MBREH K D G S ¥ Y L S K V R T G L I V S I
M1 TGAGAAGATTCGG TATGEABCABAAAGATGGTAGTTATTATTTG TCTAAGG TTAGAA ClGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MMEEHE K D G S Y ¥ L S K V R T G L I vV s I
M2 TGAGAAGATTCGG TATGEABCABAAAGA TGG TAG TTATTATTTG TCTAAGG TTAGAACHGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MBMEE K DG S Y Y L S KV RTGTUILTI V s I
LE] TGAGAAGATTCGG TA TGEAGCAMAAAGA TGGTAG TTATTATTTG TCTAAGG TTAGAA CBGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MBEH K D G S ¥ Y L S K V R T G L I V S I
T4 TGAGAAGATTCGG TATGEAGCAMAAAGATGGTAGTTATTATTTG TCTAAGG TTAGAA CEGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MBREH K D G S ¥ Y L S KV R TG L I V S I
TC TGAGAAGATTCGG TATGEAGCAMAAAGATGG TAGTTATTATTTG TCTAAGG TTAGAACHGGTTTAATTG TCTCCATT
Frame 1 L R R F G MBEH K D G S ¥ Y L S K V R TG L I V S I
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360 370 376 380 390 400 410 420 430
'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG ClBAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAAAATGGG TTTGATTC
"N I G C A I G G I I L A K L G D M Y G R K M G L I
'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG CEBAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAAAATGGG TTTGA TTC
"N I G C A I G G I I L A K L G D M Y G R K M G L I
'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG CIHAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAAAATGGG TTTGA TTC
"N I G C A I G G I I L A K L G DM Y G R K M G L I
'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG CEAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAARATGGG TTTGA TT(
" N I 6 € A I G G I I L A K L G DM Y G R K MG
'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG CIMAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAARATGGG TTTGA TT(
N I G C A I G G I I L A K L G D M Y G R K M G L I
'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG CIMAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAARATGGG TTTGA T'T(
N I G C A I G G I I L A K L G D M Y G R K M G L I

'CAACATTGGTTGTGCCATTGGTGGTATTATTTTGG CEAAATTGGGTGATATG TACGG TCGTAAARATGGG TTTGA TT(
N I G C A I G G I I L A K L G D M Y G R K M G

440 450 460 470 480 490 500 510
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTGCHTCEATCAACAAATGGTACCAATAMTTCATCGGTA
v v Vv I Y I I G I I I Q I A S I N K W Y Q Y F I G
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTGCETCEATCAACAAATGGTACCAATAMTTCATCGGTA
v v vl Y I I G I I I 0 I A S I N KW Y Q Y F I G
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTGCE@TCGATCAACAAATGG TACCAATAMTTCATCGGTA
v v vl Y I I G I 1 I 0 I A S I N KW Y O Y F I G
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTGCETCGATCAACAAATGG TACCAATAMTTCATCGGTA
v ¥ NV I ¥ I I 6 I I I 0 I A § I N K W ¥ 0 Y IF I G
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTG CEATCEATCAACAAATGG TACCAATANTTCATCGGTA
v v v Y I I G I I I 0 I A S I N KW Y QY F I G
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTG CHTCEATCAACAAATGGTACCAATA@TTCATCGGTA
v ¥ v I ¥ I T 6 I 1 I Q@ I: A & I N K W ¥ 0 ¥ F I G
CGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCAAATTG CHTCHMATCAACAAATGGTACCAATAMTTCATCGGTA
v v v I Y I I G I I I 0 I A S I N K W Y 0 Y F I G

1 520 530 540 550 560 570 580

\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s 6 L GV G G I AV L S P M L I S E V A P K E
\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s 6 L GV 6 G I AV L S P M L I S8 E V A P K E
\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s G L GV 6 G I AV L S P M L I S E V A P K E
\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s G L GV 6 G I AV L S P M L I S E V A P K E
\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s 6 L GV 6 G I AV L S P ML I S E V A P K E
\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s 6 L GV 6 G I AV L S P ML I S E V A P K E
\GAATTATTTCCGGTTTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTGATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGA!
R I I s 6 L GV 66 G I AV L S P M L I S E V A P K E

590 600 610 620 630 640 650 660
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G'T L V S C Y 0L MHBEET L G I F L G Y C TN F
AATGAGAGGTGCTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGGTTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M s ¢ Yy oL MHEMT L G I F L G Y C TN F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G T L VS ¢C Y QL MmBEMT L G I F L G Y C TN F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G T L VS ¢C Y Q L MmHEMT L G I F L G Y C T N F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G T L VS ¢C Y Q L MmIEMT L G I F L G Y C T N F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G/'T L Vs ¢C Y 0 L MmIBEMT L G I F L G Y C TN F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R 6 'T L Vs C Y QL MHEMT L G I F L G Y C T N F
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TC
Frame 1

SC288

Reverse Frame 1
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670 680 690 700 710 717 720 730 74
3GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAG TTCCATTAGGTTTG TG TTTTGCCTGGECTTTG TTTATGAT
G T K N Y S N S V 0 W R V P L G L C F A WHEBWL F M I
5GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGAT
G T K N Y S N S VvV 0 W RV P L G L C F A WEANL F M I
3GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGECTTTGTTTATGAT
G T K N Y §S N §S V. Q0 W R V P L G L C F A WIP L F M I
3GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N Y §S N §S V. Q0 W R V P L G L C F A WI/P L F M I
3GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N Y S N §S V. Q0 W R V P L G L C F A WP L F M I
3GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGECTTTGTTTATGAT
G T K N Y §S N S V Q0 W R V P L G L C F A WIP L F M I
35GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N Y S N §S V. Q0 W R V P L G L C F A WI/P L F M I

40 750 760 770 778 780 790 800 810
TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGG TTGAAGCTGG TCAAATTGA CGAAG CAAGAGCATCT
I1 6 G M T F V P E S P R YL V E A G Q I D EA R A S
TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCT
I 6 G M T F V P E S P R YL V EA G QI D EA R A S
TEGGEGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGG TTGAAGCTGG TCAAATTGACGAAGCAAG

I1 6 G M T F V P E S P R YL V E A G Q I D E A
THGGEGGTATGECTTTCGTTCCAGAABCCCCACGTTATTGGG TTGAAGC

I G G MEEEF V P ENMEP R YHEEV E

TCG

I
TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGGCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCT
I1 G G M T F V P E S P R Y L V EA G Q I D E A R A S
TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCECCACGTTATTGGG TTGAAGCTGG TCARATTGACGAAGCAAGAGCATCT
I 6 G M T F VvV P E S P R YMWNV E A G Q I D E A R A S

770 780 790 SOD SlD 820 830 !4], 84!
"CCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCTCTTTCCAAAGTTA-GG-G_
5 P R Y L V EA G Q I DEA AU R A S L S K V IEEE
“CCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCTCTTTCCAAAGTTA-GG-G
5 P R Y L V E A G Q I D EA R A S L S K V HNEK
ZCCCACGTTATTTGG TTGAAGCTGG TCAAATTGACGAAGCAAG
5 P R Y L V E A G Q I D E A
ZCCCACGTTATTGGG TTGAAGC
NP R YNV E

”CCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGGCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCTCTTTCCAAAGTTA-GG-G_
5 P R Y L V EA G 0 I D EA R A S L S K
JCCACGTTAT‘IGGGTTGAAGCTGGTCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCTCTTTCCAAAGTTA

5 P R Y@ WMV E A G 0 I D E A R A S L S K V

50 60 70 80 90 100 110
3CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
M L A D A D Y N A G R Q sSs T P V W S A S K W P L

5CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
iMm L A D A D Y N A G R Q S T P V W S A S K W P L

5CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
M L A D A D Y N A G R Q S T P V W S A S K W P L

5CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
M L A D A D Y N A G R Q S T P V W S A S K W P L

5CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
M L A D A D Y N A G R Q S T P V W S A S K W P L

5CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
M L A D A D Y N A G R Q S T P V W S A S K W P L

5CATCAATGCATCAGCATCGTAGTTAGCACCTCTTTGAGATGTTGGAACCCATGAAGCAGACTTCCATGGTAG
M L A D A D Y N A G R Q0 s T P V W S A S K W P L
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Reverse Frame

TC
Reverse Frame

SC288

Reverse Frame
FERMICHAMP
Reverse Frame
M1

Reverse Frame
M2

Reverse Frame
T3

Reverse Frame
T4

Reverse Frame
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Reverse Frame

SC288
Reverse Frame

FERMICHAMP
Reverse Frame
M1

Reverse Frame
M2

Reverse Frame
T3

Reverse Frame
T4

Reverse Frame

TC
Reverse Frame

1

120 130 140 150 160 164 170 180 1
AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAAAGTCAAACCCTTAGTTTCTGGCACAAAGAAGAAAAC
v 6 E A Y M DN V E E L T L G K T E P V F F F V
AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAAAGTCAAACCCTTAGTTTCTGGCACAAAGAAGAAAAC
v 6 E A Y M DN V E E L T L G K T E P V F F F V
{AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAAAGTCAAACCCTTAGTTTCTGGCACAAAGAAGAAAAC
v G E A Y M DNV E E L T L G K T E P V F F F V
AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAAAGTCAAACCCTTAGTTTCTGGCACAAAGAAGAAAAC
v G E A Y M DNV E E L T L G K T E P V F F F V
{AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAAAGTCAAACCCTTAGTTTCTGGCACAAAGAAGAAAAC
v 6 E A Y M DNV E E L T L G K T E P V F F F V
/AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAARAGTCAAACCCTTAGTTTCE@GGCACAAAGAAGARAAAC
v 6 E A Y M DNV E E L T UL G K T E P V F F F V
AACACCTTCAGCGTACATATCATTGACTTCTTCCAAAGTCAAACCCTTAGTTTCTGGCACAAAGAAGAAAAC
v G E A Y M DNV E E L T L G K T E P V F F F V

) 200 210 220 230 240 250 260
GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCAGTAATAAA'
Y F Y A F V M C G M F Vv Y G ¥ X 'F N I A G T I F
GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCAGTAATAAA!
Y F Y A F V M C G M Fi ¥ ¥ G ¥ ¥ F N I A 6 T I F.
GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCAGTAATAAA!
Y F Y A F V M C G M F vV Y G ¥ ¥ B N I A G T I E
GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCAGTAATAAA!
Y F Y A F V M C G M F VvV Y G ¥ X F N I A G T I F.
GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCAGTAATAAA!
Y F Y A F V M C G M F Vv ¥ G ¥ X F N I A G T I F:
GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCAGTAATAAA!
Y F Y A F V M C G M F vV Y G ¥ X F N I A G T I F:

GTAGAAGTAGGCGAAAACCATACAGCCCATGAAAACGTAACCGTAGTAGAAGTTAATAGCACCGG TAATAAA'
Y. B Y A F V M cC G M | Y G Y X F N I A G T I F

270 280 290 300 310 313 320 330
5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAACCAATTAGCAGCTGTAGCAATAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 6 I L F G W L W N A A T A I S M A K S K V
5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAMCCAATTAGCAGCTG TAGCAATAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 6 I L F G wWilBMWw N A A T A I S M A K S K V
5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAACCAATTAGCAGCTGTAGCAATAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 66 I L F G W L W N A A T A I S M A K S K V
5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAACCAATTAGCAGCTGTAGCAATAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 66 I L F G W L W N A A T A I S M A K S K V
5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAACCAATTAGCAGCTGTAGCAATAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 6 I L F G W L W N A A T A I S M A K S K V
5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAACCAATTAGCAGCTG TAGCAABAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 6 I L F G W L W N A A T ANMESsS M A K S K V

5AGTGAAGAAACCAATCAAGAAACCCCACAACCAATTAGCAGCTGTAGCAATAGACATAGCCTTAGACTTGAC
T F F 6 I L F G W L W N A A T A I S M A K S K V

6 340 350 360 370 380 390 400
TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAATAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGGTAGCAAAACAGAAAATATA
R L P F T E S T.. %W V¥ X A I PP A W T T A F C F I Y

TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAABAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGG TAGCAAAACAGAARATATA
R L P F T E sV v Y A I P A W T T A F C F I ¥:

TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAATAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGGTAGCAAAACAGAAAATATA
R L P F T E S I v v Y A I P A W T T A F C F I b 4

TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAATAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGGTAGCAAAACAGAAAATATA
R L P F T E § I v v Y A I P A W T T A F C F 1 b

TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAATAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGGTAGCAAAACAGAAAATATA
R L P F T E S I 'V VvV ¥ A I P A W T T A F C F I Y

TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAATAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGGTAGCAAAACAGAAAATATA
R L P F T E S I v v Y A I P A W T T A F C F I Y

!TCTCAATGGGAAAGTTTCAGAAATAACAACATAAGCAATTGGAGCCCAAGTGGTAGCAAAACAGAAAATATA
R L P F T E S I v v Y A I P A W T T A F C F I Y
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59‘0 SCIlO GlIO GZIO 63.0 6?0 GSIO sqo
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGIMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G s L V S C Y 0 L MEET L G i § F L G Y- C T N F
AATGAGAGGTGCTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGGTTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R 6L VS C Y 0L MmIBEMT L G I F L G Y C T N F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTG TTACCAACTGATGETTACCTTGGGMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G T L VS C Y 0L MHBEET L G I F L G Y C TN F
AATGAGAGGTHCTTTAGTCTCCTG TTACCAACTGATGETTACCTTGGGHATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G Il L V S & Y: 0 L MEET L G i & F L G Y C T N F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G &N L V S C Y 0O L MEET L G I F L G Y € T N F
AATGAGAGGTECTTTAGTCTCCTGTTACCAACTGATGETTACCTTGGGEMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G T L V S C Y Q L MmHBEMT UL G I F L G Y C TN F
AATGAGAGG THICTTTAGTCTCCTG TTACCAACTGATGETTACCTTGGGHMATTTTCTTGGGTTACTG TACCAACTTCG
M R G T L V S C Y 0 L MmMEMT T L G I F L G Y C T N F

670 680 690 700 710 717 720 730 740
5GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGAT
G T K N ¥ S N s V Q0 W RV P L G L C F A WENML F M I
5GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGAT
G T K N Y S N S V Q0 W R V P L G L C F A WEEL F M I
35GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N ¥ § N S V 0 W R V P L G L C F A W P L F M I
35GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N Y S N 8§ V 0 W R V P L G L C F A WEENL F M I
35GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N ¥ §S N S V 0 W R V P L G L C F A W/ P L F M I
35GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N ¥ § N S V 0 W R V P L G L C F A W P L F M I

35GTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCCATTAGGTTTGTGTTTTGCCTGGEMCTTTGTTTATGAT
G T K N Y S N 8§ V 0 W R V P L G L C F A WEBENL F M I

40 750 760 770 778 780 790 800 810

TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGG TTGAAGCTGG TCAAATTGA CGAAG CAAGAGCATCT
I1 G G M T FV PESPU R YLJVTEA AHTGT G QTITDTETR AT RA S

TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCT
I1 G G M T F V P E S P R Y L V EAG QI D EA R A S

TEGGEGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGG TTGAAGCTGG TCARATTGACGAAGCAAG
I G G M T F V P E S P R Y L V E A G Q I D E A

THGGEGGTATGECTTTCGTTCCAGAABCCCCACGTTATTGGG TTGAAGC
I G G MEEF V P EFNMEP R YEEV E

TCG
I

TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGG TTGAAGCTGGGCAAATTGACGAAGCAAGAGCATCT
I1 G G M T F V P E S P R Y L V EA G QI D EA R A S8

TCGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCECCACGTTATTGGG TTGAAGCTGG TCARAATTGACGAAGCAAGAGCATCT
I G G M T F V P E S P R YWV E A G Q I D E A R A S
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