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LEVADURA CON ALTO CONTENIDO DE SELENIO ORGANICO,
PRINCIPALMENTE COMO SELENIO-METIONINA (SeMet).

OBJETO DE LA INVENCION
La presente invencién estd relacionada con una cepa de la levadura Saccharomyces

cerevisiae capaz de acumular Selenio orgéanico, principalmente en forma de Selenio-

metionina.

ANTECEDENTES

El Selenio es un micronutriente esencial en la dieta de muchas formas de vida, incluyendo
los seres humanos y otros mamiferos. Se han descrito algunos de sus beneficios en la salud.
Por ejemplo, se le ha reconocido como uno de los agentes quimiopreventivos del cancer. Es
importante en la reduccion de la expresion viral, en el retraso de la progresion del SIDA en
pacientes infectados por el virus; en la prevencion de enfermedades del corazon y otros
trastornos cardiovasculares y musculares; adicionalmente puede ser importante en el
desarrollo, en la funciéon inmune, en la reproducciéon masculina, y en el retraso del proceso
de envejecimiento (Hatfield y Gladyshev, 2002). Todos estos beneficios del Selenio,
oligoelemento que determina el funcionamiento normal del organismo, es debido
principalmente a sus propiedades antioxidantes, protegiendo de la accion de radicales libres
y de factores cancerigenos a las células. El Selenio esta implicado en el metabolismo del
perdxido de hidrogeno y de lipidos hidroperdxidos, constituyendo parte integral de algunas
enzimas entre ellas, la glutation peroxidasa, (GPx), la yodotironina deiodinasa, y tioredoxina
reductasa (TrxR ); que protegen a las células del efecto nocivo de radicales libres formados
en los procesos de oxidacion, siendo importantes para la defensa antioxidante, mantenimiento
de la homeostasis redox, y la sefializacion redox (Kieliszek y Blazejak, 2013, Legrain et al
2014).

Legrain ef al (2014) han descrito que durante el envejecimiento los niveles de Selenio
declinan, y su deficiencia se ha asociado con un marcado aumento de la mortalidad en
personas mayores de 60 afios de edad. A nivel celular, en estudios realizados en células de

fibroblasto humano, se ha visto que los niveles de Selenio regulan la entrada a senescencia y
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modifican los marcadores celulares caracteristicos de las células senescentes, modulando la
expresion de Se-proteinas transcripcional y traduccionalmente. Por ejemplo, en cultivos de
la cepa WI-38 la suplementacion de Selenio aumenta el numero de duplicaciones de la
poblacion celular, y su deficiencia perjudica la capacidad proliferativa (Legrain et al, 2014).
Se ha observado que varias Se-proteinas implicadas en defensa antioxidante se afectan
especificamente en respuesta a la senescencia celular (Legrain ef al, 2014). Los cambios en
los niveles de Selenio en proteinas como glutation peroxidasa (GPX4), Selenioproteina del
reticulo endoplasmico (SELS), Selenioproteina citoplasmica (SELP), tioredoxina reductasas
(TR1 y TR2) pueden ser considerados como nuevos biomarcadores de la senescencia
replicativa y demuestran una interaccion entre la concentracion de Selenio, expresion de

Selenioproteinas y la senescencia celular en los fibroblastos humanos (Legrain ef a/ 2014).

Suplementacion de Selenio en la Dieta

Debido a sus efectos benéficos, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda una dosis
diaria de Selenio de 30-40 pg en adultos y también hace hincapié que una dosis de Selenio
de hasta 400 pg al dia es inofensivo. En animales generalmente el Selenio se mezcla junto
con el alimento. En ganado vacuno, equino y aves, se mezclan 100 g de levadura
selenizada/ton de alimento y en el caso de los cerdos se adiciona 200 g/ton de alimento (OMS,
2003, WHO/SDE/WSH/03.04/13).

Aunque el Selenio tiene efectos benéficos en general en la salud del hombre y de muchas
especies, debe tenerse cuidado con la suplementacion de este metal, ya que cuando se
encuentra a mayor concentracion de la necesaria, es toxico para los seres vivos. Por ejemplo,
se ha visto que en individuos que reciben dosis de Selenio mayores a las necesarias se
incrementa el riesgo de sufrir Diabetes tipo 2 (Ogawa Wong et al, 2016). Por tal motivo es
importante contar con productos de suplementacion de Selenio que proporcionen un alto
grado de seguridad y balancear las dietas, proporcionando dosis adecuadas de Selenio para
evitar su deficiencia, pero sin descuidar el riesgo de generar toxicidad, lo que significa que
es importante contar con una fuente de Selenio de calidad en la cual no haya variaciones

significativas en la cantidad de este oligoelemento de un lote a otro.
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Por otra parte, se sabe que los efectos benéficos del Selenio se dan tanto si se usa la forma
inorganica del Selenio (Selenito de Sodio) (Birth ef al, 1982) y/o la forma organica Selenio
cisteina (SeCis) o Selenio metionina (SeMet) principalmente (Rayman, 2004). En el caso del
Selenio inorgénico en la alimentacion de rumiantes, el uso y manipulacion del Selenito de
Sodio se ven limitados por el riesgo de toxicidad cuando no se balancea adecuadamente, o
no se mezcla perfectamente en las sales o el alimento. El tratamiento de corderos con Selenito
de Sodio y Selenio metionina no mostré diferencias en cuanto a la absorcion y digestibilidad
del Selenio (Cruz Monterrosa et al, 2011). Sin embargo, en cerdos los datos indican que,
mientras el Selenio organico tiene una mejor biodisponibilidad en la leche de cerdas adultas,
en cambio el Selenito de Sodio permite una mayor actividad biolégica de la Glutation
peroxidasa en el suero (Mahan, 2000). Jing et al (2015) describieron que, en gallinas
ponedoras la suplementacion de Selenio en forma de SeMet contra Selenito de Sodio y contra
Selenio-levadura (SY), en la actividad antioxidante y el nivel de Selenio mostré que con las
fuentes de Selenio organicos hay mayor capacidad de aumentar la actividad antioxidante y
la deposicion de Selenio en albiimina de huevo, de la pierna, y los musculos de la pechuga,
en contraste con la forma inorganica (Selenito de Sodio). Entre la Selenio metionina y la
Selenio-levadura hubo diferencia de enriquecimiento significativa siendo mejor la Selenio
metionina en la acumulacién de Selenio en la albimina y el muasculo. De lo que se puede
concluir que es importante disponer tanto de fuentes de Selenio inorganicas como organicas

para la suplementacion adecuada de este oligoelemento.

Fuentes de Selenio Inorganico y Organico.

En el caso de fuentes de Selenio inorganicas, tratando de mejorar la biodisponibilidad de éste,
Sonkusre et al (2014) han descrito el uso de bacterias como Bacillus licheniformis para
producir nanoparticulas compuestas de Selenio inorgéanico y cubiertas con algunos grupos
funcionales para darle estabilidad. Estas nanoparticulas de Selenio de carga neutra, no
aglomeradas, conservan su efecto benéfico en la inhibicion de la proliferacion, asi como
inducir la necrosis independiente de caspasa en células de adenocarcinoma de prostata

humano sin causar toxicidad significativa en células mononucleares de sangre periférica.
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En el caso de la produccion de Selenio organico hay varias formas alternativas para obtenerlo
como suplemento; en levaduras, en bacterias y biomasa vegetal, y por sintesis quimica.

En las células, dado que similitudes fisicas y quimicas del Selenio y el azufre les confieren
propiedades parecidas, las enzimas implicadas en el metabolismo de sulfato y en la via trans-
sulfuraciéon no discriminan entre el selenio y el azufre. Se ha demostrado que pequefias
cantidades de Selenio-compuestos organicos en plantas, levaduras, bacterias o animales son
analogos de compuestos de azufre (Birringer et al., 2002). El Selenio al igual que el azufre
es incorporado principalmente a dos aminoécidos azufrados: la cisteina y la metionina. La
metionina que contiene Selenio, denominada Selenio metionina (SeMet), representa el £85
% del selenio organico en la levadura y el restante lo forman diferentes Selenio-compuestos
(Fan et al., 2003).

En levaduras la tolerancia al Selenio varia ampliamente: el crecimiento de algunas levaduras
puede ser inhibida por una concentracién de Selenio tan bajo como 10* M, mientras que
otras pueden crecer en presencia de 10! M de Selenio. En general, las levaduras Ascomicetas
son mas tolerantes al Selenio que las levaduras Basidiomicetas. Entre las Ascomicetas, las
mas tolerantes al Selenio son Saccharomyces cerevisiae, Candida maltosa, Hanseniaspora
valbyensis, Kluyveromyces marxianus, y Yarrowia lipolytica. La tolerancia al Selenio de
levaduras se ve influenciada por la composicion del medio de crecimiento, en particular, de
la presencia de sulfato, aminoacidos que contienen azufre, y glutamina (Golubev y Golubev,
2002; Mapelli ef al, 2011). El metabolismo del Selenio en Saccharomyces cerevisiae es
altamente influenciado por la disponibilidad de sulfato, regulando la cantidad de Selenio
incorporada y la especiacion intracelular de Selenio. En particular la Selenio metionina,
tipicamente el principal producto de Selenio organico en la levadura, es el principal
metabolito inicamente en condiciones de baja disponibilidad de sulfato (Mapelli e al, 2011).
Lalevadura Saccharomyces cerevisiae ha acompafiado a la civilizacion humana desde antafio
en la produccion de pan, bebidas fermentadas, etc., por lo mismo es ampliamente utilizada
en la industria, ademas de su facilidad de crecimiento es un organismo reconocido
generalmente como seguro (GRAS, Generally Recognized As Safe) y por ende ampliamente
aceptado por el consumidor, ademas ha sido objeto de estudio, observando que puede ser una

fuente eficaz, segura y natural de Selenio organico para utilizarse en la dieta en forma de
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Selenio metionina principalmente. La capacidad de la levadura de acumular Selenio orgénico
como Selenio metionina (SeMet) y Selenio cisteina (SeCis) principalmente, puede ser
utilizada para disponer de productos enriquecidos en microelementos esenciales para el
desarrollo apropiado de diferentes organismos (Kieliszek y Blazejak, 2013). En el
documento de patente CP102559523 (A) 2012-07-11 se ha descrito un método para obtener
un hidrolizado de levadura enriquecido en Selenio orgdnico a bajo costo, reportando un
promedio de 1,000 a 4,000 mg de Selenio por Kg de levadura, del cual, el 92-99%
corresponde a Selenio organico. Para ello crecen la cepa de Saccharomyces cerevisiae
GABCI103 en presencia de Selenio, las células se lavan y se lisan por calor, las paredes
celulares son eliminadas por centrifugacion y el extracto libre de células conteniendo el
Selenio organico es deshidratado. En ¢l documento de Patente CN104711202 (A) — 2015-
06-17, se ha descrito un método de produccion con alta tasa de conversion de Selenio
organico por la levadura, el cual consiste en poner los granos de trigo en contacto con el
Selenito de sodio, triturarlo y crecer en él a la levadura para la conversién a Selenio
metionina. De acuerdo con la invencién, puesto que se emplea una levadura rica en Selenio
para la conversion secundaria, el Selenio inorganico residual en la malta esta totalmente
convertida en Selenio orgéanico, siendo mas seguro y tiene un mejor efecto. Sin embargo, el
uso de grano de trigo encarece el proceso. Por otra parte, en el documento de patente
CN103932198 (A) — 2014-07-23 se ha descrito el uso de levadura de cerveza para tener un
producto enriquecido en Selenio organico y glutation, utilizando como medio de cultivo los
residuos de la industria de la cerveza, proceso en el cual convierte el Selenio inorganico en
Selenio orgénico y se incrementa la sintesis del glutation. En esta invencién se producen
tabletas de levadura enriquecida en Selenio organico y glutation. Adicionalmente a la Selenio
metionina, el glutatién también permite mejorar el estado redox de la célula, por ejemplo,
gracias a su capacidad de ser oxidado y reducido en el ciclo del ascorbato-glutation.

Otro método para tener Selenio organico con alta eficiencia mediante el empleo de levaduras,
es el proceso descrito en el documento de patente CN103756922 (A) — 2014-04-3, en el
cual la fuente inorganica de Selenio es Nano-Selenio. Otra invencion para obtener levadura
enriquecida con Selenio organico y alta cantidad de biomasa, es el documento de patente

CN103667086 (A) — 2014-03-26 en el cual mediante adaptacion de Saccharomyces
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cervisiae sﬁbespecie boulardii YBN-2 en un medio con alta concentraciéon de Selenio, se
logra obtener selenio-levadura con un contenido de Selenio entre 2800-3200 pg/g de

levadura.

Las bacterias acido-lacticas pueden acumular alta concentracion de Selenio y pueden ser
utilizadas para la produccion de Selenio organico. Asi en los documentos de patente
CN102860408 (A) — 2013-01-09 y CN103305434 (A) — 2013-09-18 se describe el uso de
una mezcla de bacterias; Lactobacillus casei, Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, o bien
la mezcla de levadura Saccharomyces cerevisiae y las bacterias Rhodopseudomonas palustris
y Lactobacillus plantarum, para ser utilizados como probidticos ademas de fuente de Selenio
organico y glutation como suplemento en forrajes en ganado, agricultura y en alimentos.
También se han descrito el uso de otros géneros de levadura aparte de Saccharomyces, por
ejemplo, en los documentos de patente CN101864369 (A) — 2010-10-20, KR100581343
(B1) — 2006-05-17, y CN101792720 (A) — 2010-08-04 se describen éepas de la levadura
Candida utilis y Candida tropicalis, con elevada tolerancia, enriquecimiento y conversion
del Selenito de Sodio a Selenio ofgénico. Sin embargo, a pesar de estas caracteristicas
deseables cabe mencionar que esta levadura al igual que otras especies de Candida son
consideradas patogenos emergentes (Garcia Martos et al, 2001), por lo que las levaduras del
género Candida no son candidatos ideales para ser utilizados a nivel industrial para la
producciéon de Selenio organico, debido a que, al ser patogenos de humano, no son

organismos generalmente reconocidos como seguros (GRAS).

También mediante fermentacion sélida de la levadura empleando como sustrato hierbas
medicinales mezcladas con Selenio inorgéanico y otros componentes se ha obtenido un alto

contenido de Selenio (ver documento de patente CN101139554 (A) — 2008-03-12).

La sintesis quimica de la SeMet fue descrita desde 1975 en el documento de patente
C07¢163/00. La invencion se refiere a una sintesis quimica de la sustancia radiactiva
>Selenio metionina; (CH3 Se-CH,-CH- (NH,) -COOH) a partir de Selenio radioactivo ("*Se),

el cual se usa como trazador para los tumores, especialmente para exploracion del pancreas.
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Posteriormente se desarrollé tecnologia para sintetizar quimicamente Selenio metionina con
un alto rendimiento y minimizado la presencia de compuestos secundarios toxicos (Koch y
Buchardt, 1993). Incluso se ha podido sintetizar Selenio metionina a partir de metionina
mediante mutacién atomica quimica (ver Iwaoka et al, 2008). Y se ha visto que la Selenio
metionina producida quimicamente también es muy eficiente como suplemento (Cruz-
Monterrosa, et al 2011). Sin embargo, a pesar de que es posible sintetizar quimicamente la
Selenio metionina, es importante sefialar que el uso de levadura selenizada ademas de
suplementar las necesidades de Selenio organico e inorganico, la ingestion de la levadura per
se tiene beneficios adicionales, por ejemplo en el ganado vacuno: en el rumen, incrementa
el pH y la concentracion de acidos grasos volatiles, disminuye la concentracion de acido
lactico y no afecta la relacion acetato-propionato; aumenta la digestibilidad de la materia
organica consumida, e incrementa la captacion de materia seca. En la produccion de leche
incrementa el rendimiento y su contenido de grasa, pero no afecta el contenido de proteina;
mejora la fermentacion en el rumen, entre otros beneficios. Estas ventajas adicionales no las
tiene el uso de la Selenio metionina proveniente de sintesis quimica (Desnoyers et al 2009).
También en humanos y en el ganado vacuno el consumo de levadura en la dieta estimula la
respuesta inmune gracias a la presencia de glucanas en la pared celular de éstas (Williams et

al 2016).

Por lo que es importante disponer de una cepa de levadura que contenga elevados niveles de
Selenio organico, principalmente Selenio metionina, y que estos niveles de acumulacion sean
constantes, para facilitar el control de la dosis de Selenio metionina que pudiera administrarse

como suplemento alimentico.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Considerando la importancia que tiene el desarrollo de cepas generadas mediante evolucion
dirigida, sin manipulacion genética, para ser utilizadas como suplemento alimenticio de
Selenio organico, principalmente como Selenio metionina; mediante seleccion de los

cambios que de forma natural han ocurrido en cepas silvestres normalmente utilizadas como
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suplemento alimenticio para ganado, se selecciondé una cepa con mejores cualidades en

cuanto a la acumulacion de Selenio orgénico, principalmente Selenio metionina.

La cepa de la presente invencion corresponde al género y especie Saccharomyces cerevisiae
y ha sido depositada en la coleccion espafiola de Cultivos Tipo (CECT): cepa
LABGENMOLHO04Se con nimero de depdsito de patente CECT13147 atribuido el 14 de
junio de 2016 por la Autoridad Internacional del Deposito. Esta cepa fue obtenida mediante
evolucion dirigida a partir de una cepa silvestre nativa, propia de las fermentaciones para la
produccion de levaduras utilizadas como suplemento alimenticio para ganado, con la
habilidad de crecer en presencia de alta concentracion de Selenito de Sodio, siendo capaz de

acumular altas cantidades de Selenio metionina y presentar un buen crecimiento de biomasa.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 muestra la secuencia de DNA de la region ITS de la cepa LABGENMOLHO04Se
(LGMHO04Se). Esta secuencia fue comparada contra la secuencia de la region ITS de la cepa

de referencia S288C en las bases de datos (http://www.yeastgenome.org/download-

data/sequence). Las bases marcadas con * sefialan las diferencias entre
LABGENMOLHO04Se y la cepa S288C. Para ello, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa, utilizando DNA genomico de la cepa LABGENMOLHO04Se, y los oligos TS1
(5TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) y TS4 (5’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC)
descritos por Esteve-Zarzoso ef al (1999), se amplificaron las secuencias ITS: ITS1 e ITS2
que son regiones no codificantes variables y el gen 5.8S del tfRNA que es una region
codificante y variable facilitando la discriminacion entre distintas especies de levaduras.
Estos fragmentos de 848 pb fueron secuenciados y comparados en las bases de datos

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mostrando una identidad de 99 a 100 % con los ITS

reportados de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae como S288C, MUCL51208,
UOA/HCPF591, entre otras. El alineamiento entre todas estas secuencias, utilizando el
programa DNAstar Lasergene 14 ClustalW se observé que tienen entre si 99.9 % de identidad
y una divergencia de 0.1 %. Por tanto, el género y especie de la cepa LABGENMOLH04Se

es Saccharomyces cerevisiae.
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La Figura 2 muestra el porcentaje de Identidad y Divergencia entre la cepa
LABGENMOLHO04Se (LGMHO04Se) y la cepa de referencia S288C obtenido al alinear estas
secuencias y compararlas utilizando el programa DNAStar Lasergene 14 Clustal W. Este
analisis de identidad y divergencia de la region ITS muestra que la identidad entre la cepa de
referencia S288C y LABGENMOLHO04Se es de 99.9 % y la divergencia es de 0.1%, por
tanto, LABGENMOLHO04Se corresponde sin lugar a dudas a la levadura generalmente

reconocida como segura para la salud Saccharomyces cerevisiae.

La Figura 3 muestra la biomasa producida por la cepa LABGENMOLH04Se (LGMH04Se)
en comparacién con la cepa parental Stock2. Este resultado es relevante, ya que era
importante demostrar que la adquisicion de la nueva caracteristica de acumular altas
concentraciones de Selenio, no afecta otras funciones que dafien el crecimiento celular. Ya
que si asi fuera, a nivel industrial se mermaria fuertemente la produccion de Selenio organico
al verse disminuida la capacidad de proliferacion, es decir, menos células es igual a menos
Selenio orgénico y no seria redituable aun cuando acumulara mucho Selenio orgénico en
comparacion con la cepa parental. Lo ideal es tener reunidas las dos caracteristicas en la
misma cepa; buen crecimiento y alta capacidad de acumular Selenio. Para ello, el aislado
Stock?2 y la cepa LGMHO04Se fueron crecidos en medio rico YPD durante 36-42 h, colectando
la biomasa por centrifugacion y se llevé a peso constante deshidratando a 50 °C durante 36
h - 48 h, registrando el peso obtenido en mg. Los resultados mostrados indican que la cepa
LABGENMOLO04Se crece igual que la cepa parental Stock2. Por lo que podemos decir que

LABGENMOLHO04Se es una cepa competitiva en su capacidad de crecer y generar biomasa.

La Figura 4 muestra el crecimiento de la cepa parental (Stock2) y de la cepa
LABGENMOLHO04Se (LGMHO04Se) en medio minimo suplementado con 10 mg de Selenito
de Sodio /L de medio, en cultivos en matraces Erlenmeyer observando que tienen una cinética
de crecimiento muy similar en esta condicion de estrés. Sin embargo, los resultados de la
Tabla 1 indican que la cepa LABGENMOLHO04Se, es la mejor acumuladora de Se orgéanico,

por tanto, el rendimiento de produccion de Se organico es mejor en esta cepa,

=3 IMPI



10

15

20

25

30

.

—

10
LABGENMOLHO04Se, que en la cepa parental e incluso que el descrito para cepas
comerciales consideradas como muy buenas como es el caso de la cepa Excell™. Por tanto,
el empleo de LABGENMOLHO04Se para producir Selenio orgénico a nivel industrial o semi
industrial permitiria producir Selenio organico a menor costo. El Selenio organico es muy
importante en la dieta de los animales y de los seres vivos en general, como suplemento

alimenticio, ya que mejora la salud y la capacidad reproductora y previene enfermedades.

La Figura S muestra el crecimiento de la cepa LABGENMOLHO04Se (LGMHO04Se) y de la
cepa parental Stock2 en medio minimo suplementado con 10 mg de Selenito de Sodio/L de
medio, en cultivo tipo Batch en un biorreactor Applikon Biotechnology MY-CONTROL con
agitacion mecénica y en condiciones controladas de temperatura. En la figura 5 se aprecia
que en condiciones que simulan las condiciones que se usarian a nivel industrial y semi-
industrial, la cepa LABGENMOLHO04Se crece de manera similar a la parental, y acumula

mas Selenio organico en forma de Selenio metionina en comparacion con la cepa parental

(ver Tabla 1).

La Figura 6 muestra el esquema general del procedimiento que se sigue para cuantificar el
Selenio organico en forma de SeMet y el selenio inorganico, como SeVI, en levadura
hidrolizada mediante el acoplamiento HPLC-HG-MP-AES descrito por Yafiez-Barrientos et
al., (2016). La levadura es hidrolizada con acido metasulfonico, en seguida la separacion
cromatografica se hace en una fase movil conteniendo acido heptafluorobutirico y metanol.
El efluente de la columna es mezclado con persulfato de potasio alcalino y calentado en un
bafio de agua a 60 °C. Enseguida se afiade Borohidruro de sodio alcalino para la conversion
del Se(VI) a Se (IV) en el sistema de introduccion multimodo MP-AES donde se realiza la
cuantificacion del Selenio por espectrometria de emision atdmica con plasma de microondas
alimentada con Nitrégeno. La gran ventaja de este procedimiento son los limites de deteccion
de 59 ng/mL para el Se(IV) y 0.59 pg para el Selenio metionina, permitiendo detectar
diferencias entre cultivos satisfaciendo los requerimientos de sensibilidad y poder de

deteccidn.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a la levadura Saccharomyces cerevisiae la cual es un organismo
generalmente reconocido como seguro (GRAS), utilizada para producir levadura selenizada.
El crecimiento de la levadura se realiza en presencia de Selenito de sodio a una concentracion
de 10-100 mg/L el cual es transformado por la levadura en Selenio organico, principalmente
como Selenio metionina, obteniendo de este modo una levadura con alto contenido de
Selenio organico, es decir, biomasa acumuladora de Selenio organico, y mas especificamente
como Selenio metionina.

Las cepas normalmente usadas como aditivo alimenticio, suelen ser cepas panaderas, o en el
mejor de los casos cepas cerveceras, raramente se utilizan cepas especializadas o adaptadas
a desarrollarse en ambientes extremos, como puede ser la presencia de Selenito de sodio en
el medio de cultivo; presentando bajo rendimiento en la produccion de Selenio organico, ya
sea por un bajo rendimiento en la produccion de Selenio organico y/o bajo rendimiento de la
biomasa. La cepa de Saccharomyces cerevisiste LABGENMOLHO04Se (LGMHO04Se)
obtenida mediante evolucion dirigida empleando concentraciones crecientes de Selenito de
sodio, estd adaptada a crecer en altas concentraciones de este compuesto sin afectarse su
crecimiento y acumulando elevadas cantidades de Selenio organico, principalmente Selenio
metionina como puede verse en la Tabla 1. En esta Tabla 1 podemos ver que el nivel de
acumulacion de Selenio organico en esta cepa es mayor que observado en la cepa parental

crecida bajo las mismas condiciones.

Tabla 1. Determinacién de SeMety Se(IV) en Saccharomyces cerevisiae por el procedimiento de especiacién
HPLC-HG-MP-AES

Selenio Metionina Selenio inorganico (SelV)
Selenio Metionina +
Cepa Media + DS %enla Media + DS % en la Se inorganico en el
ug Se'g biomasa ug Se’g biomasa hidrolizado
% de Se
LGMHO04Se 1275+ 31 815 129 +13 82 94.8
Stock2 1035+ 41 73.5 98.1+42 7.0 88.7
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En la presente invencion se usa una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de la cepa
Stock2, denominada LABGENMOLHO04Se con numero de deposito de patente
CECT13147 de la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de
Valencia, capaz de crecer en medio conteniendo alta concentracion de Selenito de sodio (10-
100 mg/L). Por ejemplo; normalmente se usan medios de cultivo definidos o medios de
cultivo ricos en los cuales se va incrementando de manera secuencial en cultivos batch la
concentracién de Selenito de Sodio hasta tener una concentracion elevada entre 10 y 600
mg/L de Selenito de Sodio, con este método es posible recuperar cepas capaces de crecer en
medios de cultivo con alta concentracion de Selenito de Sodio sin merma en la produccion
de biomasa.
En la presente invencidn se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2 denominada LABGENMOLHO04Se con nimero de depdsito
de patente CECT13147 de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia, para el crecimiento en Selenito de Sodio para producir selenio
otrgénico en forma de Selenio metionina (SeMet) en altas concentraciones.
En la presente invencion se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLHO04Se con nimero de deposito
de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia, capaces de crecer y alcanzar mayores rendimientos en la
produccion de Selenio metionina en medios de cultivo con 10 -100 mg de Selenito de sodio
/L de medio.
En la presente invencion se usa una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de la cepa
Stocké, denominada LABGENMOLHO04Se con ntmero de depdsito de patente
CECT13147, de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de
Valencia, capaces de crecer en altas concentraciones de compuestos nocivos como el Selenito
de sodio.
En la presente invencion se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLH04Se con numero de depdsito
de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la

Universidad de Valencia, el cual tienen mayor tolerancia al estrés causado por la alta
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concentracion de Selenito de}Sodio mediante la seleccion y enriquecimiento de estas
variantes a partir de la poblacion nativa.

En la presente invencion se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLHO04Se con nimero de depdsito
de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia, capaz de crecer en Selenito de Sodio para producir selenio organico
en forma de Selenio metionina (SeMet) en concentraciones entre 70 y 90 % en la fabricacion
de biomasa acumuladora de Selenio organico.

Aunque en los cultivos para obtener un microorganismo selenizado, se han utilizado varios
géneros y especies de levaduras, como Candida utilis (documento de patente CN101864369
(A) — 2010-10-20) y Candida tropicalis (documento de patente CN101792720 (A) —
2010-08-04) entre otras, las cuales como ya se menciond son patdgenos emergentes, sin
embargo, Saccharomyces cerevisiae es la levadura de uso industrial por excelencia, y es un
organismo reconocido generalmente como seguro para la salud (GRAS), por ello, es
importante verificar el género y especie de los aislados obtenidos, una vez que se realizé la
seleccion de cepas con mayor tolerancia al estrés causado por la alta concentracion de
Selenito de sodio mediante la seleccion y enriquecimiento de estas variantes a partir de la
poblacion nativa mediante evolucion dirigida. La identidad de la cepa LABGENMOLHO04Se
se determiné mediante amplificacion por PCR de la region intergénica ITS de los genes
ribosomales (ITS1-5.8S-ITS2), su secuenciacién (secuencia ITS LGMHO04.txt; ver Listado
de  Secuencia) 'y  analisis comparativo en las bases de  datos
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) indican que LABGENMOLHO04Se corresponde a
Saccharomyces cerevisiae ya que tiene una identidad de 99.9% con las secuencias ITS
descritas para otras cepas de este género y especie (Figura 1 y Figura 2). La evolucién
dirigida y seleccion se inicid con el indculo madre de la cepa nativa Stock2 usada en las
fermentaciones para producir biomasa para ser utilizada como suplemento alimenticio, con
una concentracion entre 0 y 600 mg de Selenito de Sodio/L de medio de cultivo, se recuperan
las células viables, las cuales se van transfiriendo a un nuevo medio de cultivo
incrementandose gradualmente la concentracion de Selenito de Sodio, repitiendo el ciclo

hasta llegar a la concentracion deseada donde esperamos que crezcan los microorganismos
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seleccionados. De esta manera se aislé la cepa que ha sido depositada en la Coleccion
Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia el 14 de junio de 2016:
cepa LABGENMOLHO04Se, con nimero de depésito de patente CECT13147 atribuido por
la Autoridad Internacional del Depdsito. El deposito referido en la presente solicitud se
refiere al depdsito ante la CECT, y tal depdsito es mantenido bajo los términos del Tratado
de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos con
propdsito de Patente.

La identificacion molecular de la cepa se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa, utilizando DNA gendmico de la cepa y los oligonucleétidos: ITS1 (5°TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G) y TS4 (5°’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC), descritos por
Esteve-Zarzoso et al (1999). Estos oligonucledtidos amplifican las secuencias ITS: ITS1 e
ITS2 que son regiones no codificantes y variables; y el gen 5.8S del rRNA que es una region
codificante y variable facilitando la discriminacion entre distintos tipos de levaduras. Este
fragmento de 848 pb fue secuenciado (secuencia ITS-LABGENMOLO04Se) y al compararlo

en las bases de datos (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mostrd una identidad entre 99.0

a 100 % con los ITS reportados de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae. El alineamiento
entre las secuencias (Figura 1), utilizando el programa DNAstar Lasergene 14 ClustalW
mostré que tiene entre 99.0 y 100 % de identidad (Figura 2). Es decir, las sustituciones en
las secuencias nucleotidicas del aislado es menor a 1%, por tanto, la identidad del aislado
denominado LABGENMOL04Se, obtenido de las fermentaciones para obtener biomasa con
alto contenido de Selenio orgédnico es Saccharomyces cerevisiae. La secuencia de 848 pb de
la region ITS de la cepa LABGENMOLHO04Se (LGMHO04Se) muestra diferencias discretas
respecto a la cepa de referencia S288: en la posicion 65-70 se observa una insercion de seis
T, en la posicién 310 hay una insercion de una T, en la posicién 633 hay una insercion de
una T, en la posicién 644 hay un cambio de una A por una T y una delecion de una T en la
posicién 718 (ver Figura 1).

En la presente invencion se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLHO04Se, con niimero de depdsito
de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la

Universidad de Valencia, en el cultivo para la obtencion de biomasa.
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En la presente invencioén se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLH04Se, con numero de dep6sito
de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia, en el proceso para la elaboracion de biomasa enriquecida en
Selenio organico, principalmente como Selenio metionina (ver Tablal).

En la presente invencion se usa una cepa del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLH04Se, con numero de depdsito
de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia, en el proceso para la elaboracion de biomasa enriquecida en
Selenio orgénico, conteniendo bajos niveles de Selenio inorganico (ver Tablal).

En la presente invencidn se usa una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de la cepa
Stock2, denominado LABGENMOLHO04Se, con numero de deposito de patente
CECT13147, de la Coleccion Espaifiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de
Valencia, la cual puede ser empleada para la elaboracién de suplementos alimenticios con

alto contenido de Selenio organico, mas especificamente como Selenio-Metionina

EJEMPLOS

EJEMPLO 1. Proporcionar cepas con mayor tolerancia al estrés causado por la alta
concentracion de Selenio inorganico (Selenito de sodio) mediante la seleccion y
enriquecimiento de estas variantes a partir de la poblacién nativa.

Usando la modalidad preferida de esta invencién, a partir del aislado nativo de
Saccharomyces cerevisiae, mediante seleccion dirigida se aislé una cepa capaz de crecer con
alto rendimiento de produccion de Selenio organico (entre 70 y 90 %) en la fabricacién de
biomasa acumuladora de Selenio organico. El ensayo consisti6 en seleccion vy
enriquecimiento de estas variantes a partir de la poblacion nativa de levaduras normalmente
usadas para la obtencioén de biomasa.

De esta manera se aislo la cepa que ha sido depositada en la Coleccién Espaiiola de Cultivos
Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia el 5 de mayo de 2016: cepa
LABGENMOLHO04Se, con nimero de depdsito de patente CECT13147 atribuido por la

Autoridad Internacional del Depdsito. El deposito referido en la presente solicitud se refiere
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al depésito ante la CECT y tal depésito es mantenido bajo los términos del Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos con

propdsito de Patente.

EJEMPLO 2. Proporcionar cepas de levadura tolerantes a Selenito de sodio con buena
capacidad de crecimiento y proliferacion. Es frecuente que, en la busqueda y aislamiento de
variantes con caracteristicas nuevas deseables, estas nuevas cepas destinan menos recursos
al crecimiento y proliferacion celular, lo cual desde el punto de vista de produccién industrial
de biomasa es indeseable, ya que puede comprometer el rendimiento final del producto
industrial deseado: biomasa acumuladora de alto contenido de Selenio organico.

Para ello, se compara la capacidad de crecimiento de la nueva cepa contra la cepa parental
en las condiciones de no estrés. En cultivos independientes, la cepa a probar y la cepa
parental, se siembran en medio rico, inoculando alrededor de 1 x 10° células de levadura por
mL de medio rico, y se realiza el crecimiento a temperatura de 32-36 °C durante 12-24 h
recuperando las células al final de la incubacion y se cuantifica el peso seco de la biomasa
obtenido en la fermentacion.

De manera que al final del proceso, con estas cepas se logra tener un crecimiento y
proliferacién medido como peso seco de la biomasa, similar al de la cepa parental (ver Figura
3).

También se compara la capacidad de crecer en medio con Selenito de sodio en cultivos en
medio liquido con respecto al tiempo de incubacion. El crecimiento y proliferacion celular
se evaluan cada cierto tiempo (cada 2-4 h) durante 24-48 h cuantificando la absorbencia a
660 nm. De manera que la cinética de crecimiento asi obtenida muestra que la cepa
LABGENMOLH04Se y la cepa parental Stock2 crecen de manera similar indicando que la
capacidad de tolerar el Selenio no afecta el crecimiento, por tanto, se puede tener una buena

produccion de biomasa con esta cepa (ver Figura 4).

EJEMPLO 3. Proporcionar cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae tolerantes a
Selenito de sodio capaces de acumular elevadas cantidades de Selenio en la forma orgéanica

Selenio metionina.
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Para ello la cepa LABGENMOLHO04Se se crece en un medio minimo definido en presencia
de Selenito de Sodio a una concentracion inicial de 7-15 mg/L de medio. Se inocula alrededor
de 1 x 10 células de levadura/mL de la cepa a probar y se realiza la fermentacién durante
24-48 h de incubacion en cultivo Batch con agitacion en un biorreactor a temperatura (28-35
°C) y pH entre 7 y 3, enseguida se colectan las células, y se determina cuantitativamente la
cantidad de Selenio total acumulado y se cuantifica la especiacion como Selenio metionina
y Se(1v) presente en la biomasa mediante el procedimiento de especiacion HPLC-ICP-MS.
LABGENMOLHO04Se acumula mas Selenio metionina que la cepa parental Stock2 (ver
Tabla 1) aun cuando crecen de manera similar (Figura 5). En estas condiciones, la cepa
LABGENMOLHO04Se incluso acumula mas Selenio metionina que la cepa de referencia
“Yeast Seleno Excell” aprobada por la FDA (Yafiez Barrientos, ef al, 2016).

Hidrolisis de la levadura para la especiacion del Selenio. Se siguio el método descrito por
Yafiez Barrientos ef al (2016). 100 mg de biomasa se mezclan con 2 mL de écido
metasulfoénico 4 mol/L, y se calienta a reflujo a 120 °C durante 16 horas. El hidrolizado se
deshidrata y el residuo se suspende en 10 mL de acido hepta-fluoro-butirico (HFBA) al 0.08
% m/v. Para cada muestra, la hidrdlisis se realiza por triplicado.

Especiacion del Selenio por HPLC-HG-MP-AES. Se lleva a cabo el método descrito por
Yaiiez Barrientos ef al (2016). La separacion se realiza en columnas de HPLC en fase reversa
usando acido Heptafluorobutirico (HFBA) como reactivo de par io6nico. Antes de la
generacion del hidruro, el eluido de la columna se mezcla con solucion alcalina de persulfato
de potasio y se calienta en bafio de agua a 60°C, se afiade acido clorhidrico 10 M. Se coloca
la muestra en el sistema de introduccion de muestras multimodal, de la siguiente manera: el
eluido de la columna pasa a través del canal inferior, el borohidruro de sodio es afiadido a
través del canal superior y de manera perpendicular a este ultimo se introduce el gas de
nebulizacion (Figura 6). La corrida cromatografica y el sistema de deteccién se inician
simultaneamente almacenandose los datos en Excel para su posterior tratamiento usando
GRAMS 5.0 de Thermo Scientific. Para cada cromatograma, se aplica la filtracion binomial
y la extrapolacion, seguido de filtracion de Fourier 97 %. Para la calibracion externa, se
utilizan 8 soluciones conteniendo Se(IV) 0; 0.25; 0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; y 5.0 mg de Selenio/L
y Selenio metionina 0; 2.5; 5; 10; 20; 30; 40; y 50 mg Selenio/L. La muestra de levadura
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resuspendida se filtra con filtro Whatman de 0.22 p didmetro de poro y posteriormente se
inyecta en el cromatdgrafo. Para el experimento de recuperacion, la digestion de la muestra
estandar, la Yeast Seleno Excell digerida es evaporada y resuspendida en 5 mL de HHBA
0.08 %. Se toman dos alicuotas de 1 mL y se diluyen, una con HFBA 1:1, y la segunda es
enriquecida con 500 pL de Selenio metionina 40 mg de Selenio/L, 100 L de Se(I'V) a 40 mg
de Selenio/L, finalmente, se llevan a un volumen final de 2 mL con HFBA. Los dos
estandares empleados correspondieron a 200 pg de Se(IV) y 1000 u g de Sélenio/g de Selenio

metionina en la biomasa de levadura. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.
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REIVINDICACIONES

. Una cepa de Saccharomyces cerevisiae (LABGENMOLHO04Se) depositada en la

Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) con el numero de deposito de patente
CECT13147 caracterizada porque es capaz de crecer y fermentar en medios de cultivo
con concentraciones de 10-100 mg/L Selenito de sodio el cual es transformado a

Selenio metionina.

. La cepa descrita en la reivindicacion 1, caracterizada porque durante su proceso de

fermentacion se obtiene biomasa acumuladora de Selenio organico con

concentraciones de 70-90 % de Selenio metionina del selenio total.

. Uso de la cepa descrita en la reivindicaciéon 1, para la elaboraciéon de biomasa

enriquecida en Selenio organico conteniendo bajos niveles de Selenio inorganico.

. Uso de la cepa descrita en la reivindicacion 1 para la elaboracién de suplementos

alimenticios con contenido de Selenio organico.

. Uso de la cepa descrita en la reivindicacion 1 para la elaboracion de suplementos

alimenticios con contenido de Selenio organico, mas especificamente como Selenio

metionina.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere al uso de una cepa del microorganismo Saccharomyces
cerevisiae proveniente de la cepa Stock2, denominada LABGENMOLHO04Se con numero de
depdsito de patente CECT13147, de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo de la
Universidad de Valencia. Esta cepa de Saccharomyces cerevisiae es capaz de crecer en
medios conteniendo altas cantidades de Selenito de Sodio y convertirlo eficientemente y
acumularlo principalmente como Selenio Metionina (SeMet), constituyendo el Selenio
orgéanico (SeMet) mas del 80 % del Selenio total de la célula, el cual segun lo reportado, el
Selenio metionina es el principal compuesto de Selenio benéfico para la salud de los seres
vivos, pudiendo ser utilizado como suplemento alimenticio, ademas de las ventajas

inherentes al consumo de levadura.
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TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAARATGGATTT
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGARAATGGATTT

L2222

TTTT--~--- GTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGG
TTTTTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGG

AGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCT
AGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCT

TGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTC
TGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTC

AATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAA
AATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAA

*

TCGGGGCCCAGAGGT - AACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCARA
TCGGGGCCCAGAGGTTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAA

AACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
AACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCT

TGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATT
TGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATT

CCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCC
CCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCC

TGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAG
TGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAG

* *

TTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTT - CCAAAGAGAGGTTTCTCT
TTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTCCAAAGAGAGATTTCTCT

GCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCT
GCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCT

*

TTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAAT
TTTTT-ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAAT

GTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
GTTCTTAAAGTTTGACCTCARATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA

AGCGGAGGA
AGCGGAGGA
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQUENCE LISTING

<110> Universidad de Guanajuato
Gonzalez Hernandez, Gloria Angelica
Torres Guzman, Juan Carlos
Padilla Guerrero, Israel Enrique
Garcia Vera, Victor Manuel
Vargas Maya, Nauru Idalia
Ramirez Zufliga, Maria del Rosario
Garcia Tapia, Adriana
<120> Levadura con alto contenido de Selenio organico,
principalmente
como Selenio-Metionina (SeMet)
<130> no aplica aun
<160> 1
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 848
<212> DNA
<213> Saccharomyces cerevisiae
<220>
<221> KX951644
<222> (1)..(30)
<223> Region variable 18S rRNA
<220>
<221> KX951644
<222> (31)..(398)
<223> Region no codificante variable intergénica ITS1-1
<220>
<221> KX951644
<222> (399)..(557)
<223> Region codificante variable 5.8 S rRNA
<220>
<221> KX951644



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<300>
<308>
<309>
<313>

<400> 1
tcegtaggtg

ol ol ol of ol of of ol of o
agagtccagc
tgctattcca
aatacaacac
tcggggccca
aacaagaatt
tggttctcge
ccgtgaatca
tgtttgagcg
ttaacttgaa
gcgtgecttga
tttttatact

ttcttaaagt

gcggagga

Region no

KX951644
(789) .. (848)
Region codificante variable 25S rRNA

KX951644
2016-10-06
(1) ..(848)

aacctgecgga
gttttggcaa
cgggcectgeg
aacggtgaga
actgtggagt
gaggttaaca
ttcgtaactg
atcgatgaag
tcgaatcttt
tcatttcctt
attgctggece
ggtataatgc
gagcgtattg

ttgacctcaa

(558)..(788)

272

codificante variable ITS 2-1

aggatcatta
gagcatgaga
cttaagtgcg
gatttctgtg
tttcatatct
aacacaaaca
gaaattttaa
aacgcagcga
gaacgcacat
ctcaaacatt
ttttcattgg
aagtacggtc
gaacgttatc

atcaggtagg

aagaaattta
gcttttactg
cggtcttgcet
cttttgttat
ttgcaacttt
attttatcta
aatattaaaa
aatgcgatac
tgcgcceectt
ctgtttggta
atgttttttt
gttttaggtt
gataagaaga

agtacccgcet

ataattttga
ggcaagaaga
aggcttgtaa
aggacaatta
ttctttgggce
ttcattaaat
actttcaaca
gtaatgtgaa
ggtattccag
gtgagtgata
ttccaaagag
ttaccaactg
gagcgtctag

gaacttaagc

aaatggattt
caagagatgg
gtttctttct
aaaccgtttc
attcgagcaa
ttttgtcaaa
acggatctct
ttgcagaatt
ggggcatgcc
ctctttggag
agatttctct
cggctaatct
gcgaacaatg

atatcaataa
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120
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720

780

840
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