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1. RESUMEN

Las familia Fabaceae esta conformada por tres subfamilias: Papilionoideae,
Mimosoideae, y Caesalpinioideae. México es el segundo centro de distribucién de
Mimosa después de Brasil (Grether 1978), la mitad son endémicas del pais (Grether et
al. 1996). Estas plantas se caracterizan por ser noduladas por un grupo de bacterias del
suelo fijadoras de nitrégeno conocidas como rizobia.

En este estudio se muestrearon distintas plantas pertenecientes al género Mimosa en los
estados de Puebla y Veracruz. Del muestreo se obtuvieron un total de 20 cepas capaces
de nodular Macroptilium atropurpureum. A las 20 cepas aisladas se les amplifico
parcialmente el gen rrs y se analizaron. Del total de las cepas aisladas, 6 de ellas
pertenecen al género Rhizobium y 5 cepas al género Bradyrhizobium, todas ellas aisladas
de especies de Mimosa de climas aridos de sur del Estado de Puebla. Los 9 aislados
restantes pertenecieron a los géneros; Burkholderia con 2 cepas y Cupriavidus con 7
cepas.

Se seleccionaron las cepas pertenecientes al género Cupriavidus y se corroboré la
capacidad de nodular la planta de origen M. pudica in vitro. También se probé la
capacidad de nodular la especie de interés econdmico Phaseolus vulgaris, todos los
aislados de este género resultaron ser capaces de nodular esta planta a excepcién de la
cepa 707. Se les amplificé parcialmente el gen gyrB y las secuencias se analizaron de
igual manera por los métodos filogeneticos Neightbor Joining y Maximun Likelihood.

Se realiz6 un analisis de las secuencias concatenadas de los genes amplificados rrs—
gyrB de las cepas del género Cupriavidus. Segun el analisis, las cepas se agrupan
independientemente de las demas especies reportadas al momento, lo cual es un indicio
de que podria tratarse de una especie diferente.




2. INTRODUCCION

2.1 Fijacion biologica de nitrogeno (FBN)

El nitrdgeno (N) es un elemento esencial para los todos los seres vivos, ya que es
necesario para la sintesis de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos (ADN y ARN) y
otras moléculas fundamentales para el metabolismo. Los seres vivos utilizan diferentes
formas de este elemento, tanto organicas e inorganicas, que se reciclan a través de
distintos procesos en lo que conocemos como el ciclo del nitrégeno (figura 1).
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Figura 1.Esquematizacion del ciclo del nitrogeno. Tomado de Evolution 2007. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Aunque La presencia del nitrégeno en la atmoésfera es muy abundante (78%),
encontrandose en forma gaseosa N2 (dinitrégeno), esta molécula es muy estable debido
a su triple enlace covalente, por lo que los organismos eucariotas no son capaces de
asimilarlo (Fassbender y Bornemisza, 1994). Para que este elemento sea utilizable, es
necesario que sea previamente transformado a compuestos solubles como el amonio
(NH4%) y los nitratos (NOs3’). El proceso mediante el cual el nitrégeno atmosférico pasa a
sus formas combinadas se puede dar en 3 eventos:




1. La fijacion espontanea, es un proceso natural en que descargas eléctricas de
tormentas, radiacion ultravioleta, rayos cdsmicos, meteoritos, combustibles
industriales, incendios y erupciones volcanicas entre otras causas.

2. La fijacion industrial quimica, es la produccion de amoniaco y fertilizantes
nitrogenados por la industria a partir del nitrégeno del aire mediante el proceso Haber-
boch.

3. La fijacién biolégica es la conversion de nitrégeno atmosférico en amoniaco, es
realizada por microorganismos de vida libre 0 en asociacién con plantas, estos
microorganismos reciben por ello el nombre de diazétrofos (azoe: nitrégeno; trofos:
alimentacién) y se logra gracias a la presencia de un sistema enzimatico denominado
nitrogenasa que se encuentra en este tipo de microorganismos. Las hitrogenasas son
enzimas oxidorreductasas, por lo que son capaces de romper los tres enlaces de
N2.Soloalgunosprocariotas (Eubacteria y Archea) son capaces de transformar el
N.atmosférico en compuestos utilizables para los organismos eucariotas. Este
proceso consume grandes cantidades de energia como podemos observar en la
siguiente reaccion:

N, + 8H* + 8e~ + 16MgATP — 2NH, + H, + 16MgADP + 16P,

De manera general, el complejo enzimatico nitrogenasa esta formado por dos
metaloproteinas (Chan et al., 1993):

1.- Una proteina Fe-M, donde el metal (M) puede ser molibdeno, vanadio o hierro. Esta
proteina esta codificada por los genes nifD para la subunidad a y nifK para la subunidad
B (Bergensen, 1997).

2.- Una ferroproteina, sensible al oxigeno, que contiene Unicamente agrupamientos tipo
4Fe4S, asi como dos sitios de enlace MgATP. Esta proteina esta codificada por el gen
nifH (Bergensen, 1997). La enzima activa requiere una molécula del componente 1
(proteina Fe-M), y dos moléculas del componente 2 (ferroproteina).

Todas las la bacterias que pueden fijar nitrbgeno en asociacion simbibtica con
leguminosas protegen a su enzima nitrogenasa mediante una barrera fisica, por parte de
la planta, que limita la difusién del O; hacia el sitio catalitico de esta.




2.2 Las leguminosas

La familia de la leguminosas pertenece al orden de las Fabales y la constituyen tres
subfamilias: Caesalpiniaceae, Mimosaceae y Fabaceae (Lewis et al., 2005). Las
leguminosas junto con las familias Asteraceae, Orchidaceae, Poaceae, Cactaceae y
Rubiaceae son las seis familias de angiospermas mas diversas que existen (Sosa y
Davila, 1994) y se encuentran distribuidas en casi todo el planeta. Estudios con raices
fésiles indican que las leguminosas aparecieron hace 60 millones de afios (Lavin et al.,
2005), desde entonces se han diseminado en todo el planeta. Por esta razén se
consideran un grupo cosmopolita, en regiones tropicales destacan los arboles, mientras
gue en climas aridos predominan los arbustos y las hierbas (Barneby, 1989 y 1991). Los
granos de leguminosas contribuyen con el 33% del requerimiento proteico de la dieta en
humanos, mientras que la soya (Glycine max) y el cacahuate (Arachis hypogeae)
proveen mas del 35% del aceite vegetal procesado en el mundo (Graham y Vance,
2003). La importancia de las leguminosas se refleja primordialmente en la economia por
sus usos diversos, por otro lado el desarrollo de las leguminosas es tedricamente
independiente de la cantidad o el estado del nitrégeno en el suelo, por lo que son uno
de los importantes suministros de cereales y cultivos forrajeros en el mundo.

2.3 El género Mimosa

El género Mimosa se ubica dentro de la familia Mimosaceae, en la tribu Mimoseae
(Polhill et al., 1981), donde el 90% de las especies son americanas y las restantes se
encuentran en Africa, Asia y Australia (Barneby, 1991). Estas plantas tienen una amplia
distribucion geogréafica; encontrandose en la Republica Mexicana en diversas
condiciones ecoldgicas, tanto en zonas &ridas y semiaridas como en regiones templadas
y célido-humedas (Grether, 1982). De las Mimosoideae presentes en México, Mimosa
es el género con mayor nimero de especies con 110, seguido de Acacia con 85, Inga y
Calliandra con 36 especies cada uno (Sousa y Delgado 1993; Grether et al., 1996).

México es considerado como el segundo centro de distribuciéon de Mimosa después de
Brasil y cuenta con el 22% de las especies del género conocidas a nivel mundial; de
estas, 60 especies (el 55%) son endémicas del pais (Grether et al. 1996). En el género
Mimosa se pueden encontrar hierbas anuales o bianuales, sufruticosas erectas,
rastreras, decumbentes o trepadoras, arbustos erectos, rastreros o decumbentes,
bejucos o arboles pequefios y grandes (Grether 1978).

Las especies que habitan el matorral xeréfilo generalmente son arbustos espinosos de
gran importancia ecolégica, ya que ademas evitar la erosion del suelo y ayudar a su
recuperacion, puede formar islas de fertilidad que son nodrizas de diversas especies de
cactaceas, agavaceas y otras plantas que evitan la erosion y aumentan la fertilidad de




los suelos (Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991; Rzedowski y Rzedowski, 2001; Camargo-
Ricalde y Dhillion, 2003; Luna-Suéarez et al., 2004; Martinez-Pérez et al., 2006). Estas
caracteristicas distinguen a las especies de Mimosa como potenciales para ser usadas
en proyectos de restauracion ecoldgica, ya que generan condiciones ambientales
propicias para el establecimiento de otras especies y con ello impulsan la sucesién
ecolédgica (Camargo-Ricalde y Grether, 1998; Garcia-Sanchez, 2005; Martinez-Pérez et
al., 2006).

Una de las razones por las cuales las plantas del género Mimosa son capaces de
colonizar suelos degradados, es por su capacidad para establecer una relacion
simbiética con bacterias del suelo fijadoras de nitrégeno pertenecientes al grupo de los
rizobia. Sin embargo, la relacion que establecen con este grupo de bacterias presenta
una caracteristica muy especial. Este grupo de plantas se caracteriza por formar
relaciones simbidticas con bacterias simbibticas pertenecientes principalmente a la clase
B-proteobacteria.

2.4 El grupo rizobia

En 1888, Beijerink obtuvo el primer cultivo puro de bacterias nodulantes de leguminosas
a partir de nodulos de Pisum y Vicia, nombrandolo “Bacillus radicicola”, el cual
posteriormente fue renombrada como Rhizobium leguminosarum (Frank 1889). Esta
capacidad de nodular leguminosas, junto con algunas caracteristicas bioquimicas y
fenotipicas y también la velocidad de crecimiento, tuvieron un papel fundamental en la
taxonomia de los rizobia. El término “rizobia” se utilizé en un inicio para referirse al género
Rhizobium. Sin embargo, con el paso del tiempo este término ha sido empleado para
designar a todas las bacterias que son capaces de nodular y fijar nitrégeno, en asociacion
con leguminosas.

En la actualidad se sabe que los genes que participan en la nodulacién, se encuentran
en un plasmido llamado “plasmido simbidtico” (pSym) o en una regién del cromosoma
denominada ‘“isla simbiotica” (IS), este plasmido o isla simbidtica es adquirida por
transferencia horizontal. Asi mismo han ido evolucionando por transferencia horizontal.
El surgimiento de técnicas moleculares tales como analisis de la secuencia de genes
ribosomales 16SrRNA (Laguerre et al., 1994; Ludwig et al., 1998), hibridacion DNA-DNA
(Willems et al.,, 2001), recientemente el MLSA (Analisis de secuencias Multilocus)
(Martens et al., 2008; Vinuesa et al., 2005a, 2005b) y el acceso generalizado a otros
métodos genéticos in Silico, han permitido la identificacion y descripcién de nuevos
géneros y especies, por lo tanto son parte fundamental en la taxonomia de los rizobia
como actualmente lo conocemos.

El grupo rizobia incluye trece géneros que comprenden setenta y seis especies. Este
grupo esta constituido por miembros de la clases a y B de las Proteobacterias. Dentro de
las a-Proteobacterias se encuentran los géneros Rhizobium (incluyendo a Allorhizobium)




y Ensifer, que pertenecen a la familia Rhizobacteriaceae (Jordan, 1982, Chen et al.,
1988); los géneros fijadores Mesorhizobium y Phyllobacterium (Mantelin et al., 2006) de
la familia Phylobacteriaceae. En la familia Hyphomicrobiaceae sélo los géneros
Azorhizobium y Devosia son capaces de nodular leguminosas (De Lajudie et al., 1998;
Rivas et al.,, 2002). El género simbidtico Methylobacterium constituye la familia
Methylobacteriace (Sy et al., 2001). El género Bradyrhizobium forma parte de la familia
Bradyrhizobiaceae (Jordan, 1982). Recientemente se ha descrito al género
Ochrobactrum (Zurdo et al., 2007), que se encuentra en la familia Brucellaceae. También
tenemos a el género fijador Shinella de la familia Rhodocyclaceae (Lin et al., 2008) aun
asi constantes cambios se llevan en cuanto a la taxonomia de los Rizobia (Weir 2008).
En las B-Proteobacterias el género simbidtico Burkholderia (Moulin et al., 2001),
constituyendo la familia Burkholderiaceae; el género Hebaspirillum se encuentra en la
familia Oxalobacteraceae (Valverde et al., 2003); mientras que en el género Cupriavidus,
en particular C. taiwanensis (Chen et al., 2001) y C. necétor son los Unicos miembros de
este género descritas como capaces de entrar en simbiosis y nodular especies de
leguminosas.

2.5 El género Cupriavidus

La palara cupriavidus proviene del latin cuprum (“cobre”) y avidus (“ansioso”) y significa
ansioso por el cobre este metal potencializa el crecimiento de este tipo de bacterias. El
género fue descrito por primera vez en 1987 por Makkar y Casida como Bacterias
depredadoras de bacterias no obligadas en suelos. Las bacterias de este género son
Gram-negativas, bacilos con flagelos peritricos, Quimioheterotroficas o quimiolitotroficas.
El metabolismo es oxidativo, utilizan varios aminoacidos como Unica fuente de carbony
nitrogeno. Presentan actividad oxidasa y catalasa, asi como la resistencia a varios
metales pesados incluyendo Cd?*, Zn?" Co?*, Cu?*, Cu*, Hg?", Pb?", Ni¥*, CrO.*, Ag", y
también algunos cationes como Zn?'y Cu (Mergeay et al., 2003). Tienen actividad
respiratoria quinona Q8 se presenta en C. pinatubonensis. Estos microorganismos se han
encontrado en suelos, asociados a plantas y en pacientes con deficiencia inmunolégica.
La especie tipo con la que se describié el género es: Cupriavidus necator, recientemente
descrita como capaz de nodular leguminosas (Da Silva et al., 2012), del cual también,
destaca su capacidad de depredar otras bacterias tanto Gram+ como Gram- y hongos.

La primera especie reportada de este género capaz de nodular leguminosas fue C.
taiwanensis anterior mente nombrada Ralstonia taiwanensis (Chen et al., 2001). Las
bacterias pertenecientes a éste género han sufrido varios cambios en cuanto a su
ubicacién dentro de la taxonomia pasando de Ralstonia a Wautersia y finalmente
Cupriavidus. Una revisiobn de algunos de los ultimos cambios se encuentra en la
publicacion de Vandamme y Coenye (2004). Actualmente el género Cupriavidus abarca
14 especies (C. alkaliphilus, C. basilensis, C. campinensis, C. gilardii, C. laharis, C.
metallidurans, C. necéator, C. numazuensis, C. oxalaticus, C. pampae, C. pauculus, C.
pinatubonensis, C. respiraculi y C. taiwanensis) segun NCBI y EMBL/GenBank database.




2.6 El proceso de nodulacion

La interaccion que se desarrolla entre estas bacterias nodulantes fijadoras de nitrégeno
y las plantas leguminosas tiene como consecuencia la formaciéon de estructuras
especializadas en las cuales se lleva a cabo el proceso de fijacién de nitrégeno. En el
proceso de nodulacién se pueden distinguir una sucesion de etapas que se describen a
continuacion:

La primera etapa es el reconocimiento entre hospedero y el microorganismo, la
gquimiotaxis bacteriana es un evento crucial en la interaccion rizobia-Leguminosa. La raiz
de la planta exuda altos niveles de nutrientes y muchos de ellos actian como
guimioatractantes para la bacteria. Varias cepas se han descrito como quimiotacticas
positivas a: azlcares, aminoacidos, 4cidos dicarboxilicos -como el succinato y el malato,
también algunos compuestos aromaticos (Bergman et al., 1991; Robinson y Bauer,
1993). El siguiente evento es el anclaje de la bacteria al hospedero, este proceso puede
ser reversible en su etapa inicial. Las lectinas actian como receptores para los
exopolisacaridos bacterianos, este es uno de los filtros de especificidad en la relaciéon
rizobia-leguminosa. Posteriormente la sintesis de celulosa bacteriana causa una fuerte
e irreversible unién formando agregados bacterianos en la superficie del hospedero en
este caso los pelos radicales.

En el tercer paso se lleva a cabo el encorvamiento del pelo radical. Este acontecimiento
es gobernado por la produccion y percepcion reciproca de sefales, que es denominado
“dialogo molecular” (De’narie et al., 1993).El didlogo molecular es iniciado por la
liberacion de moléculas por parte de la planta, es decir, los flavonoides o derivados de
éste. Los flavonoides actian en concentraciones micro o nanomolares al igual que las
hormonas (10%-10°) (Cooper 2004). La molécula se compone de dos anillos aromaticos
denominados Ay B y un pirano heterociclico denominado anillo C. Comparaciones entre
las estructuras de diferentes flavoniodes, revelan que la hidroxilacion en las posiciones
C-7 y C-4 (figura 2), son importantes para inducir la actividad de los genes nod, noe y
nol (Cunningham et al., 1991).
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Figura 2. Estructura de la molécula de flavonoide y algunos derivados




Los genes nodABCD se encuentran en la mayoria de los representantes de rizobia,
también se han descrito los genes noe y nol (Downie, 1998). El gen nodD se expresa
constitutivamente y la proteina de superficie NodD reconoce y se activa por los
flavonoides especificos secretados por la planta (Wais et al., 2002). Ya que fue activada
por los flavonoides, la proteina NodD a su vez activa la transcripciéon de los genes de la
nodulacion mediante su union a la caja promotora de los genes nodABC. Estos genes
estan involucrados en la sintesis de la estructura basica de LCOs (del inglés: lipo-chitin-
oligosaccharides), también llamados factores Nod (figura 3). Los factores Nod
intervienen promoviendo la divisién celular en la raiz de la planta deformando los pelos
radicales, lo que produce el encorvamiento de estos.
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Figura 3. Estructura de los Factores Nod y la actividad de algunas proteinas Nod (Wais et al., 2002).

En el cuarto suceso se lleva a cabo la degradacion de la pared celular de la planta por
parte de la bacteria, posteriormente por invaginacion de la célula vegetal la bacteria se
introduce en la raiz. La cicatriz que deja a su paso la bacteria junto con restos de la pared
celular forma el canal de infeccion, permitiendo el acceso de las bacterias. Este canal se
extiende y ramifica hasta alcanzar las células del cértex y las células del meristemo
(Brewin et al., 1992).

Finalmente, los rizobia penetran las células del cértex interno y externo donde
posteriormente se convierten en simbiontes intracelulares, iniciando también la
diferenciacion en las células vegetales que empiezan a formar el nédulo.

Las bacterias al interior de las células vegetales estan rodeadas de una cubierta con
restos de origen vegetal llamada membrana peribacteroide, entonces, las bacterias
sufren cambios en su metabolismo, también sufren diferenciacibn a células
especializadas fijadoras de nitrégeno capaces de sintetizar nitrogenasa. Estas células
diferenciadas son denominadas bacteroides; (Inzé y De Veylder, 2006; Oldroyod y
Downie, 2008). La formacion de estas estructuras especializadas (nédulos) es crucial




parala FBN. La razon es, que la actividad de la nitrogenasa esta limitada por la presencia
de oxigeno y es facilimente inactivada de forma irreversible en presencia de éste.

Los nddulos de raices de leguminosas son compartimentos especializados en los cuales
la fijacion de nitrogeno y el consumo de oxigeno por parte del microorganismo son
compatibles fisiologicamente. Entre las células del nédulo existen pocos espacios
intracelulares lo que constituyen una barrera para la difusion del O; (figura 4). Ademas,
la presencia de la sustancia leghemoglobina (confinada en el citosol de la célula invadida
por la rizobia), esta sustancia facilita el flujo de O, necesario para el metabolismo del
bacteroide sin llegar a la toxicidad para la enzima (Ott et al., 2005).

Los microorganismos que llevan a cabo la FBN poseen diversas estrategias para evitar
gue la enzima sea inactivada: la respiracion activa, la proteccion conformacional y la
produccién de exopolisacéridos.
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Figura 4. Dindmica de formacién de un nédulo en la raiz en una leguminosa causado por Rhizobium. Tomado de Evolution
2007. Cold Spring Harbor Laboratory Press.




2.7 Descripcién taxonémica polifasica

Taxonomia polifasica es un término acufiado por Colwell (1970) y es la herramienta
comUnmente utilizada en la delimitacién de los taxones a todos los niveles, siendo su
caracteristica distintiva la utilizacion de diversas técnicas, tanto moleculares como
fenotipicas, que permitan llevar a cabo dicha delimitacion.

El andlisis y la identificacion de los microorganismos han experimentado un notable
avance en los dltimos afios, gracias al desarrollo de técnicas de biologia molecular.
Aunque la pruebas bioguimicas siguen siendo muy importantes en la identificacion de los
microorganismos, en los Udltimos afios se han desarrollado numerosos meétodos
moleculares que permitan conocer a fondo la microbiologia de diferentes ambientes
(Escalante, 2007; Lister, 2009). Sin embargo, a pesar de la gran variedad de
metodologias, no existe una técnica que por si sola permita conocer la diversidad
microbiana completa de un ecosistema. Por ello, es necesario combinar varias
metodologias incluyendo las técnicas de informacioén fenotipica, genotipica y filogenética
(Bécquer, 2004; Escalante, 2007). Uno de los primeros genes utilizados como marcador
molecular y que ha sido ampliamente analizados para hacer construcciones filogenéticas
es el gen rrs que codifica para el RNA ribosomal 16S en procariotas, que constituye la
subunidad genética de los ribosomas (Normand et al., 1991). Su secuencia nucleotidica
presenta una estructura de mosaico en donde existen regiones muy conservadas y otras
variables que son Utiles para establecer relaciones filogénicas de amplio rango.

El gen rrs es un buen marcador molecular para construir filogenias de linajes a nivel
dominio, division y subdivision y quizas la resolucién pueda llegar a nivel de género en la
mayoria de los casos; pero a nivel de especie, no es suficientemente resolutivo debido al
alto grado de conservacién que existe entre algunas especies como en los rizobia
(Molouba et al., 1999, Fox et al., 1992; Willems y Collins, 1992). También existen técnicas
basadas en la utilizacion de regiones que aparecen repetidas en el genoma bacteriano
como lo son: REP-PCR (PCR sobre elementos palindrémicos extragénicos repetidos),
ERIC-PCR (PCR sobre elementos consenso intergénicos repetidos de enterobacterias) y
BOX-PCR (PCR sobre elementos box). Mediante estas técnicas se obtienen perfiles tras
someter el producto de PCR a una electroforesis en gel de agarosa. Esto nos permite
distinguir entre cepas y deducir sus relaciones filogenéticas (Versalovic et al., 1994;
Schneider y de Bruijn, 1996; Chen et al., 2000).

Por otra parte, considerando las incongruencias filogenéticas reportadas entre los genes
que constituyen parte del genoma basico (rrs, atpD, gyrB, recA, rpoB, ginA 'y ginll) y los
genes simbidticos que forman parte del paquete genético flexible (nodA, nodB, nodC,
nodD y nifH), asi como la existencia de fondos genéticos no simbidticos, para la
reconstruccion de la filogenia de los rizobia debe considerar tres criterios que incluyan:
genes cromosomales comunes del genoma basico, genes involucrados en la fijacién de
nitrégeno y genes de la nodulacion que son buenos marcadores de la coevolucion de los
Rizobia con su hospedero, asi como de su origen biogeogréfico (Sarita et al., 2005).
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3. ANTECEDENTES

Hasta hace un poco mas de una década, las especies descritas como capaces de nodular
leguminosas, pertenecian a la clase de la a-proteobacteria. Sin embargo, en el afio 2001,
se hizo la descripcibn por primera vez de bacterias pertenecientes a la clase (-
proteobacteria como capaces de nodular leguminosas. El primer género descrito como
nodulante de leguminosas perteneciente a la clase B-proteobacteria fue el género
Burkholderia, con la descripcion de dos especies, B. phimatum y B. tuberum (Moulin et al
2001; Vandamme et al., 2002). En ese mismo afio se describid la capacidad de
nodulacion de otra B-proteobacteria, Ralstonia taiwanensis (ahora descrita como
Cupriavidus taiwanensis) (Chen et al., 2001); cambiando el panorama con respecto a la
diversidad de microorganismos capaces de nodular leguminosas.

A partir de que las B-proteobacterias se describieron como nodulantes de leguminosas,
varios estudios relacionados con la diversidad de este grupo se han llevado a cabo, en
particular aquellos correspondientes a la diversidad genética de estas poblaciones y a la
gran especificidad microorganismo-planta que se desarrolla en esta interaccion; ademas
de la amplia distribucién de esta asociacion en la naturaleza (Chen et al., 2003).

Como algunos ejemplos de los estudios que se han llevado a cabo, tenemos los trabajos
relacionados con el género Cupriavidus, que fue encontrado nodulando especies de
Mimosa en la India, Filipinas y China (Verma et al., 2004; Andrus et al., 2012; Liu et al.,
2012). Otro estudio demuestra la prevalencia de especies del género Burkholderia en
cuatro especies de Leguminosas mimosoides en Panama (Barret y Parker, 2005). En
adicion se han encontrado representantes de las (3-proteobacterias nodulando Mimosa
en Costa Rica, Puerto Rico, y Texas (Barretty Parker, 2006; Andam et al., 2007).

Las especies: Cupriavidus taiwanensis, Burkholderia phymatum, Burkholderia
mimosarum, Burkholderia nodosa y Burkholderia sabiae se han aislado a partir de
nddulos de plantas del género Mimosa, mostrando una especificidad muy alta en cuanto
a su hospedero. La nodulacion por Burkholderia y Cupriavidus ha sido confirmada en
varios estudios. Sin embargo, estas bacterias han sido encontrados principalmente
asociadas a diferentes especies de mimosas, y todas las nuevas especies descritas
dentro de las B-rizobia, con excepcion de B. tuberum (Elliott et al., 2007b; Kock, 2004),
ya sea que han sido aisladas o son capaces de nodular Mimosa. Por ejemplo, C.
taiwanensis es frecuentemente aislada de nddulos de plantas de M. pudica y M.
diplotricha en Taiwan (Chen et al., 2001, 2003b, 2005a, 2005b), India (Verma et al., 2004)
y China (Liu et al., 2011), y Burkholderia spp. Como B.mimosarum y B. phymatum son
con frecuencia aisladas de estas dos mismas especies de Mimosa, asi como de una
tercera especie, M.pigra, la cual es considerada una especie agresiva-invasiva del sur
de Asia (Chen et al., 2005b; Liu et al., 2011) y Australia (Parker et al., 2007), esta
catalogada en el “top ten” de las plantas invasivas del mundo debido a que desplaza a
las especies nativas (Lowe et al., 2000).
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Estudios moleculares basados en andlisis de secuencias de los genes rrs, nifH y nodA
sugieren que las cepas que nodulan a estas plantas en ambientes no naturales son muy
similares a las que lo hacen en su ambiente natural. Por ejemplo, B. mimosarum nodula
M. pigra tanto en Sudameérica como en Taiwan (Chen et al., 2005a, 2005b), asi como
también en Australia, donde aislados de M. pigra son genéticamente muy similares a las
cepas asiladas de su sitio de origen (Parker et al., 2007).

Revisiones sobre los hallazgos mas recientes respecto a esta relacion se pueden
verificar en el escrito de Bontemps y colaboradores (2010) y también otro realizado en
Brasil donde el género Mimosa ha evolucionado y diversificado en mas de 200 especies

4. JUSTIFICACION

Las bacterias, pertenecientes a la subclase B-rizobia presentan una especificidad muy
marcada con plantas leguminosas pertenecientes al grupo de las mimosas. Las -rizobia
son simbiontes de leguminosas altamente efectivos, y han co-evolucionado con su planta
huésped por mas de 50 millones de afios, con su principal centro de diversificacion en
Sudamérica, Sudafrica, y Australia. Solo ha pasado poco mas de una década desde que
su existencia fue puesta en evidencia, por lo que alin queda mucho por aprender sobre
Su genética, taxonomia y factores geograficos que regulan esa preferencia de algunas
leguminosas para ser noduladas principalmente por B-rizobia, asi como las diferencias
que pudieran presentarse a nivel de genes simbibticos y que pudieran marcar diferencias
en la forma en que estas bacterias interactian con su huésped

A pesar que las B-rizobia se asocian particularmente con el género Mimosa, y géneros
relacionados (plantas mimosoides), estas pueden también nodular leguminosas
papilionoides de importancia como Phaseolus vulgaris y Cyclopia spp, con lo que surge
la posibilidad de ser utilizadas como inoculantes agricolas con caracteristicas
particulares (por ejemplo, tolerancia a pH extremo, tolerancia a salinidad, etc).
Igualmente se ha reportado que el aporte de nitrdgeno de estas bacterias a la planta es
muy alto, cercano al 60% con lo cual surge la posibilidad de ser utilizada como
inoculantes agricolas (Gyaneshwar et al., 2011). Sin embargo, antes del desarrollo de
inoculantes es necesario conocer si su relacidn con patdégenos tanto humanos, como de
animales y de plantas, pudiera causar problemas para su uso en agricultura, ademas de
la efectiva capacidad de nodulacion en plantas de interés agricola.

La creciente diversidad encontrada dentro del grupo B-rizobia asociadas a leguminosas
mimosoides, los factores tanto genéticos como ambientales que pudieran intervenir en
especificidad de esta interaccidén, asi como la posibilidad de ser utilizadas como
inoculantes con fines agricolas y la falta de estudios de estas interacciones en nuestro
pais, justifica el llevar a cabo un estudio a profundidad de estas asociaciones simbibticas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

» Analizar la diversidad molecular de [-rizobia nodulantes de Mimosa sp. en
México.

5.2 Objetivos especificos

>

Establecer una coleccion de bacterias simbi6ticas nodulantes provenientes de
leguminosas mimosoides de los estados de Puebla y Veracruz.

Analizar la capacidad de nodulacién de las cepas en Macroptillium atropurpureum
mediante un ensayo en nivel invernadero.

Analizar la diversidad molecular de las cepas mediante las técnicas de REP-PCR
y ARDRA.

Identificar de las cepas a nivel de género mediante el andlisis de las secuencias
del gen rrs.

Corroborar la capacidad de nodulacién en la planta de origen y probar la
capacidad de nodular la planta de interés econémico Phaseolus vulgaris variedad
Jamapa.

Llevar a cabo el andlisis del gen de mantenimiento gyrB de las cepas nodulantes
que pertenezcan a la clase B-proteobacteria, nucleotidicas.

6. METODOLOGIA

6.1 Muestreo

Se colectaron nodulos a partir de las raices de Leguminosas mimosoides en diferentes
localidades en los estados de Puebla (Tepenene Tepexiy Tonahuixtla) y Veracruz en los
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poblados de Nogales, La Tinaja y Paso del Toro (figura 5). Los nddulos se recolectaron
y almacenaron secos, en tubos con silicagel, hasta su utilizacion. La blsqueda se llevé
a cabo con la ayuda del Biélogo José Luis Contreras (Ecomuseo de Metepec-BUAP),
quien se encargd de llevar a cabo la identificacion de las especies tanto a nivel de
campo, como a nivel taxondmico. Igualmente se colectaran muestras de suelo y semillas
para posteriores estudios.
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Figura 5. Ubicacién geogréafica de los muestreos realizados en los estados de puebla y Veracruz.

6.2 Aislamiento

El aislamiento de las cepas inicio con la hidratacion de los nddulos en agua destilada
estéril durante 30 min y esterilizacion superficial por inmersién en H.Ozal (70%) por 10
minutos. Posteriormente, los nodulos fueron enjuagados 5 veces en agua destilada
estéril y triturados en una gota de agua estéril con ayuda de una punta de micro pipeta,
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y la suspension se sembré en Agar levadura manitol (YMA) (Munive, 2002) (anexo 1).
Las colonias se incubaron a 28 °C en condiciones aerobias. Las colonias fueron
purificadas por resiembra, verificando al microscopio la pureza de los cultivos

6.3 Prueba de nodulacion en Macroptilium atropurpureum

Los ensayos de nodulacion in vitro se realizaron utilizando la leguminosa Macroptilium
atropurpureum (siratro) como planta huésped. Esta ha sido utilizada ampliamente como
planta modelo en los estudios de nodulacion debido a su alta promiscuidad con casi
todos los géneros de Rizobias (Ezura et al., 2000). Para la escarificacion de las semillas,
se mantuvierén en etanol al 70 % durante cinco minutos y posteriormente se lavaron con
agua destilada estéril. Se sometieron a un tratamiento con &cido sulfarico concentrado
durante 10 min y luego fueron sumergidas en hipoclorito de sodio al 25 % (v/v) durante
15 minutos, para finalmente ser lavadas varias veces con agua destilada estéril. Una vez
finalizada la etapa de escarificacion, las semillas se colocaron en placas con Agar-Agua
(0.75 %) (m/v) e incubadas a 28°C en la oscuridad durante 24 h. Las semillas con raices
emergentes (hipocotilo-radicula de2-3 cm) se colocaron en tubos de 200 mL (5,5 cm de
diametro y 12,0 cm de altura) con 50 mL de medio Jensen (anexo 2), a razén de una
semilla por tubo. Tres dias después, la inoculaciéon de las raices de las plantas
directamente de una colonia de la placa con la ayuda de un asa bacteriolégica. La
prueba se llevo a cabo por triplicado con el uso de 3 controles negativos. Las plantas
inoculadas al igual que los controles negativos se mantuvieron en condiciones
controladas, con un foto-periodo de 16 h luz/8 h oscuridad, a una temperatura dia/noche
de 26/22 °C y humedad relativa del 70 % durante 25-30 dias.

6.4 Amplificacion de repetidos palindromicos extragénicos
REP-PCR

Esta técnica de PCR amplifica las regiones repetidas palindrémicas (REP) en el genoma
bacteriano. Se amplificaron los fragmentos delimitados por secuencias invertidas,
utilizando los primers Rep1 (5’-1ll ICG ICG ICA TCI GGC-3’) y Rep 2 (5’-ICG ICT TTA
TCI GGC TAC-3’) (Versalovic et al., 1994). ). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
con el Kit PCR MASTER MIX marca Promega, un volumen total de 25 pL, conteniendo
1.25 pL a 20 pM de cada uno de los primers, 12.5 uL de Master mix 2X (50 unidades/ml
de Tag DNA polymerasa suplementada con buffer proporcionado (pH 8.5), 400uM dATP,
400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCI2) 9 uL de H>O libre de nucleasas.
Los productos de la reaccion se separaron y visualizaron en geles de agarosa al 2 % por
2.5 h a 70 mV tefidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), observados y registrados a
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través de un transiluminador luz UV (anexo 1). Los tiempos y temperaturas de
amplificacion fueron las que se indican en la figura 6.

35 ciclos
959°C | 94°C
7 min |1 mi 65°C 65 °C
8 min| 16 min
57°C
1 min

Figura 6. Perfil de temperaturas para la amplificacion de repetidos palindromicos extragénicos.

6.5 Amplificaciéon del gen rrs

Con el fin de identificar a nivel de género a los aislados obtenidos, se amplificéd y
secuencio el gen rrs (anexo 3.2). La extraccién del DNA se llevd acabo utilizando del kit
(WizardGenomic DNA purification kit), la amplificacion se realizo utilizando los primers
universales UN27F 5-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' and UNI1392R 5'-
CAGGGGCGGTGTGTACA-3' (Biodiversa Inc., México). Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo con el Kit PCR MASTER MIX marca Promega, un volumen total de 25
uL, conteniendo 1.25 pL a 20 pM de cada uno de los primers, 12.5 UL de Master mix 2X
(50 unidades/ml de Taq DNA polymerasa suplementada con buffer proporcionado (pH
8.5), 400pM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCI2) 9 uL de
H-O libre de nucleasas. Los pesos de los productos de la amplificacion se visualizaron
en geles de agarosa al 1% por 30 minutos a 10 mV tefiidos con bromuro de etidio (0.5
ug/ml) y registrados a través de un transiluminador luz UV. Una vez corroborado el peso
los productos se purificaron por medio del kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit, segun las instrucciones del fabricante. Los amplificados se enviaron a
secuenciar a la unidad de secuenciacion capilar de servicios génomicos Langebio,
Cinvestav-campus Irapuato, las condiciones de amplificacion se muestran en la figura 7.
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26 ciclos

95°C | 94°C

3min |30s 72°C | 72°C
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455

Figura 7. Perfil de temperaturas para la amplificaciéon del gen rrs.

6.6 Andlisis de Restriccion de DNA Ribosomal Amplificado
(ARDRA)

El Andlisis de Restriccion de DNA Ribosomal Amplificado (ARDRA) ha sido ampliamente
utilizado en numerosos estudios de los rizobia. (Vaneechoute et al., 1992; Laguerre et
al., 1994, Selenska y Evguenieva 1995; Nick, 1998; Zhang et al., 1999). Para elaborar
este analisis, se amplific6 el gen 16SrDNA y posteriormente, se utiliz6 una mezcla de
reaccion en un volumen total de 20 pL conteniendo 10 pL del producto de PCR, 2 uL de
buffer 10Xy 0.5 yL de la enzima de restriccidn. Finalmente, se incubaron durante 1 noche
a 37 °C. Las enzimas utilizadas en este estudio fueron: Cfo I, Hinf I y Nhe I, las cuales
tienen sitios de reconocimiento palindrémicos de 4 bases (tabla 1). El producto de la
digestion se separé y visualizo por electroforesis en geles de agarosa al 2% a 50 mV
tefidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) observandose y registrandose en un sistema
de documentacion de imagenes equipado con transiluminador de luz UV (anexo 4).

ENZIMA SITIO DE RESTRICCION TEMPERATURA °C

Cfo | 5-GCG*C-3° 37 °C
5-C*CGC-3

Hinf | 5-G*ANTC-3 37 °C
5-CTNA*G-3

Nde Il 5-CA*TACG-3’ 37°C
5-GCAT*AC-3’

Tabla 1. Enzimas, sitios de corte y condiciones utilizadas para el ARDRA.
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6.7 Amplificacién del gen gyrB

Para poder identificar la especie a la que pertenecen las cepas empleadas en este
estudio se llevé a cabo el andlisis amplificando fragmentos del gen housekeeping (gyrB),
con los cebadores: gyrBlIF (GACAACGGCCGCGGSATTCC) vy gyrB2R
(CACGCCGTTGTTCAGGAA SG) (Lineda et al., 2007). La extraccién de ADN se realiz6
utilizando el kit “WizardGenomic DNA Purification Kit” (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con el Kit PCR
MASTER MIX marca Promega, en un volumen total de 25 pL, conteniendo 1.25 pL a 20
pM de cada uno de los primers,12.5 uL de Master mix 2X (50 unidades/ml de Tag DNA
polymerasa suplementada con buffer proporcionado (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM
dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCI2) y 9 uL de H.0 libre de nucleasas. Los
productos de amplificacién se visualizaron en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
bromuro de etidio (0.5 pg/ml) con una concentracion de 0.5 mg/mL. Los productos
correspondientes a los pesos esperados (anexo 3.3) de la amplificacion fueron
purificados utilizando el kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para llevar a cabo la amplificacion del
fragmento de dicho gen, se usaron los tiempos y temperaturas que indica la figura 8.

26 ciclos
94 °C 94 °C
1 min | 1min 72°C | 72°C
2 min 5 min
67 °C
1 min

Figura 8. Perfil de temperaturas para la amplificaciéon del gen gyrB.

6.8 Alineamiento y manipulacién de secuencias nucleotidicas

El empalme de las secuencias, tanto forward como reverse, se llevaron a cabo mediante
el programa BioeditSequenceAlignment Editor, version 7.0.8.0. Y para el manejo de las
secuencias en formato “fasta” se utilizé un editor de texto. Se compararon cada una de
las secuencias con las reportadas en la base de datos del National Center
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forBiotechnologylnformation (NCBI) para comprobar que efectivamente las secuencias
obtenidas pertenecen al gen de interés.

Las secuencias se alinearon mediante el programa CLUSTALX versién 2.0.10. Y los
archivos de alineamiento (*.aln) se importaron con el programa GeneDoc version 2.7.000
para poder manipular las secuencias. Después de esto, los archivos exportados desde
GeneDoc (*.aa) se manipularon con el programa DNAsp version 5.1 para con ello
producir los archivos con formato MEGA (*.meg) los cuales posteriormente fueron
procesados con el programa MEGA version 6.0, el cual nos permite llevar a cabo el
analisis filogenético al generar los dendrogramas con base en algoritmos diferentes:
MaximumLikelihood y NeighborJoining con un andlisis de confianza (bootstrap) para
cada arbol filogenéticode1000 y 2000 “remuestreos” respectivamente.

Se analizaron los 2 genes rrs y gyrB de manera conjunta en un arbol concatenado, el
cual contiene las 2 secuencias unidas para obtener mayor resolucién. Para producir este
tipo de arboles, las secuencias se manejaron del mismo modo que las anteriores excepto
que, con el programa dnaSP se produjo el archivo concatenado

7. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Material biolégico obtenido

Se obtuvieron un total de 32 cepas a partir del muestreo, que se sometieron a prueba de
nodulacion en M. atropurpureum, esta planta es de amplio rango de hospedero, por la
cual se ha utilizado como planta huésped para las rizobias nodulantes de leguminosas.

A los 12 dias después de la inoculacion se empezaron a visualizar la formacion de
protuberancias en las raices de algunos individuos experimentales hasta convertirse en
nodulos. 20 de las 32 cepas obtenidas fueron capaces de nodular esta planta. Se
presentaron nodulos determinados caracteristicos de esta planta, este tipo de nddulos
es inducido en plantas como las de los géneros Phaseolus, Glycine, Vigna y Lotus, entre
otros. En esta clase de nddulos no hay un meristemo permanente. Asi, su crecimiento se
basa principalmente en la expansién y no en la divisién celular, razén por la que
presentan una morfologia esférica en vez de cilindrica (Hirsch A.M., 1992).
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Figura 9. Prueba de nodulacionen M. atropurpureum. A) apariencia de plantas no noduladas, noduladas y controles
negativos. B) grupo experimental positivo.C) Nodulos. D) control negativo sin nodulos.

Los controles negativos asi como las plantas inoculadas que no presentaron nédulos,
mostraron coloracion amarillenta en las hojas que puede indicar falta de nitrégeno (medio
sin nitrégeno).Estas plantas amarillentas sin nédulos, murieron entre los dias 20-24 en
comparacion con los individuos nodulados que sobrevivieron hasta el final del
experimento (dia30). Los aislados capaces de nodular se etiquetaron y se congelaron a -
80 °C en medio YM (mismo medio sin agar) adicionado con 20 % de glicerol para
conservacion para posteriores estudios. En la tabla 2 se muestran las cepas obtenidas,
plantas muestreadas y su procedencia.
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Las bacterias que se aislaron tuvieron diferentes caracteristicas al ser propagadas en
placas con medio YMA, sin embargo los aislados presentan la morfologias tipicas (visibles
al microscopio), de las bacterias rizobias reportadas con anterioridad. De acuerdo a esto

LOCALIDAD ESPECIE (PLANTA) CEPAS
Cafion del Rio Blanco, autopista | Mimosa albida LEM701
Meéxico-Veracruz. Ver. LEM702
Mimosa acapulcensis LEM703

LEM704

Carretera libre Cordoba-Boca del LEM705
Rio.Ver. Mimosa pudica LEM706
LEM707

LEM708

LEM709

LEM710

Paso del Toro, carretera libre Cordoba- LEM711
Boca del Rio Mimosa pudica LEM712
LEM713

LEM714

LEM715

Tonahuiztla Pue. Mimosa lacerata LEM716
Tepexi de rodriguez Pue. Mimosa luisana LEM717
LEM718

Tepenene Pue Acacia sheffneri LEM719
LEM720

Tabla 2. Especie de planta y lugar de procedencia de los aislados.

los obtenidos aislados se pueden agrupar en 3 grupos;

Colonias grandes mucoides blancas de crecimiento rapido (12-24 hrs).

Colonias mucoides pequefias con bordes definidos color blanco, de crecimiento

medio (24-36 hrs).

Colonias secas, pequefas, ambar, con bordes definidos con efecto tornasol a contra

luz y de crecimiento medio (24-36 hrs).
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7.2 REP-PCR Y ARDRA

Las restricciones enzimaticas se visualizaron en geles de agarosa y se analizaron (Tabla

3).
CEPA Cfol Ndell Hinfl REP-PCR CODIGO

LEM701 il N1 Hl 3 CINIH13
LEM702 0 N2 H2 b CIN2H2b
LEMT03 0 N2 H C CINH2C
LEM704 0 N3 H2 d CN3H2d
LEM05 5 N4 H3 0 CSNAH3
LEM706 7 N2 H1 D CTN2H10
LEM707 (3 N4 H3 : (3NAH3e
LEM708 o NS HL f CANSHIf
LEM709 (3 NG H3 g (3NGH3g
LEM710 o4 NS H1 h CANSH1h
LEM11 NG HA i (5NGHAi
LEM712 N2 H6 q (8N2H6p
LEM713 N9 He r

LEM714 (3 N7 H3 j

LEM715 (3 N7 H3 k

LEM716 (5 N7 H3 | CSNTHYI
LEM717 (5 N7 H3 m CSNTHIm
LEM713 (6 NG 5 n C6NGHSN
LEM719 7 N2 H1 :

LEM720 7 N2 HL t

Tabla 3. Nombres asignados a los diferentes perfiles obtenidos y cédigo otorgado.
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De la digestion enziméatica con Cfol del gen rrs se obtuvieron 8 perfiles diferentes a los
cuales se les asigno la letra inicial de la enzima y un nimero. De la digestién con la enzima
Ndell se obtuvieron un total de 9 perfiles diferentes y 6 de la digestion con Hinfl (anexo
3).

De la amplificacion de las secuencias de repetidos extragénicos palindrémicos (REP-
PCR), se obtuvieron un total de 20 perfiles diferentes (uno para cada cepa) y se asigné
una letra mindscula para cada perfil como se observa en latabla 1 y anexo 3.1.Los perfiles
obtenidos tanto de las digestiones enzimaticas como de la REP-PCR se analizaron
simultaneamente y se asignaron cddigos dependiendo de los perfiles obtenidos.

Como se puede observar en la tabla cada cddigo esta sombreado con colores, para
aquellos cédigos sombreados con el mismo color significa que presentaron perfiles
iguales con las digestiones enzimaticas, lo que indica que estén relacionados a nivel del
gen rrs (mismo género). Sin embargo los perfiles obtenidos por REP-PCR indican que
se trata de 20 microorganismos diferentes a nivel de cepa ya que es un analisis a nivel
de genoma. Se han hecho estudios donde se compararon REP-PCR con estudios de
homologia DNA-DNA, encontrando una alta correlacion; esto sugiere que los analisis de
los perfiles REP-PCR reflejan la relacion entre la filogenia y el genotipo de los
microorganismos estudiados (Rademaker et al. 2000).

7.3 Andlisis del gen rrs

Se obtuvieron las secuencias del gen rrs (aproximadamente 1400 pares de bases)
(anexo5) para cada cepa aislada. Se construy6 un arbol filogenético junto con secuencias
relacionadas reportadas en el NCBI.Se construyeron arboles con los algoritmos
NeighborJoining (NJ) (figura 10) y MaximunLikelyhood (ML) (figura 11), los cuales nos
muestran las relaciones y diferencias en cuanto a las relaciones filogenéticas de nuestras
cepas de interés.
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Cupriavidus sp amp6
i 'S Cupriavidus sp. M. pudica LEM 715
12|' Cupriavidus sp cmp29
Cupriavidus taiwanensis STM616
644 Cupriavidus sp SWF67044
87 ! Cupriavidus sp RMp3121
A Cupriavidus sp M. pudica LEM 713
50 Cupriavidus sp amp45
L A Cupriavidus sp M. pudica LEM 712
Cupriavidus necator UFLAO2 58
;| Cupriavidus necator UFLAOL1 669

771 | cupriavidus sp SWF67296
Cupriavidus sp ip2 14
Cupriavidus sp HBU08123
Cupriavidus sp SWF67070
100 32— A Cupriavidus sp M. pudica LEM 710

|— A Cupriavidus sp M. pudica LEM 705
Cupriavidus sp SWF67194
I A Cupriavidus sp M. pudica LEM 707

L A Cupriavidus sp M. pudica LEM 711

_| Cupriavidus taiwanensis TJ138
99 | Cupriavidus taiwanensi PAS15

Burkholderia sabiae Br3407

1001 A Burkholderia sp. M. pudica LEM 714
Burkholderia phymatum STM815

Burkholderia nodosa Br3437
Burkholderia mimosarum STM5630
Burkholderia tuberum STM4856
Burkholderia sp Br3432
Burkholderia sp PEGRO08
g2 | Burkholderia sp SEMIA 6398
A Burkholderia sp. M. pudica LEM709
35 Burkholderia sp NKMUJPY 359
Bradyrhizobium liaoningense NBRC 100352
Bradyrhizobium liaoningense SEMIA 502563
Bradyrhizobium japonicum M 5231
Bradyrhizobium japonicum MN 13030
Bradyrhizobium japonicum CK 1332
’7 Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 2553846
100

Bradyrhizobium sp. M. acapulcensis LEM 702

||
0.02

Bradyrhizobium sp. M. acapulcensis LEM 704
Bradyrhizobium sp. M. acapulcensis LEM 703
Bradyrhizobium sp. M. luisana LEM 717

Bradyrhizobium elkanii 230

Bradyrhizobium elkanii LNP10225
28L Bradyrhizobium sp. M. luisana LEM 718
27 @ Rhizobium sp. A. sheffneri LEM 719
3l @ Rhizobium sp. M. lacerata LEM 716
Rhizobium etli EBRI 3303

Rhizobium etli PRF76312

BB

Rhizobium etli IPR Pv589310
Rhizobium phaseoli CIAM 700203
851 Rhizobium etli198

Rhizobium etli CCBAU 83475298
88 Rhizobium phaseoli NBRC 14994205

Rhizobium mongolense 204

@ Rhizobium sp. A. sheffneri LEM 720
20| Rhizobium tropici CCBAU20

100| 11} @ Rhizobium sp. M. albida LEM 701
Rhizobium lusitanum CCBAU 0330119
Rhizobium lusitanum P311

99

Rhizobium lusitanum ZP1 15
43 Rhizobium phaseoli DSR196

Rhizobium mesoamericanum 255p85

o8 @ Rhizobium sp. M. pudica LEM 708

65| Rhizobium mesoamericanum 5m251
Rhizobium mesoamericanum tpud 40a248
Rhizobium mesoamericanum tpud 40a89
Rhizobium mesoamericanum CCGE 50190
Rhizobium mesoamericanum CCGE 501252

@ Rhizobium sp. M. pudica LEM 706

BETA-RHIZOBIAS

ALFA-RHIZOBIAS

Figura 10. Arbol filogenético obtenido por el método Neighbor Joining para secuencias parciales del gen rrs (900 pb) de
las cepas obtenidas de leguminosas mimosoides en México.Bootstrap: 2000
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Figura 11. Arbol filogenético obtenido por el método Maximun Likelihood para secuencias parciales del gen rrs (900 pb)
de las cepas obtenidas de leguminosas mimosoides en México. Bootstrap: 1000




Como se puede apreciar de acuerdo al andlisis, las cepas se agrupan en 2 clases; alfa-
y beta-proteobacteria.

Por el lado de las alfa-proteobacterias, 5 cepas pertenecen al género Bradyrhizobium, 3
de ellas (LEM702, LEM703 y LEM704) relacionadas cercanamente a las especies B.
japonicum y B. lianongense, las cuales han sido aisladas en plantas de soya, Trifolium
Crotalaria y Mimosas de regiones templadas y subtropicales de China (Liuet al., 2007).
Cabe mencionar que estas cepas fueron aisladas de la planta M. acapulcensis, en la
localidad de Nogales Veracruz, que cuenta con clima subtropical y vegetacion de Selva
baja caducifolia y mediana caducifolia. Las otras 2 cepas (LEM717 y LEM 718) se
aislaron de la especie Mimosa luisana en la region de Tepexi de Rodriguez el cual
presenta un clima semicalido subhimedo con lluvias en verano y suelos de menos de 10
centimetros de espesor sobre roca o tepetate, no son aptos para cultivos de ningun tipo
y se relacionaron cercanamente a la especie B. elkanii que se ha aislado también en soya.

Pertenecientes al género Rhizobium se obtuvieron 6 cepas: LEM701, LEM, 706, LEM708,
LEM716, LEM719 y LEM720. La cepa LEM 701, que se relaciona cercanamente a la
especie R. lusitanum se aisl6 de M. albida fue la Unica cepa que se pudo obtener de esta
planta en Nogales Veracruz. La cepa LEM716 se relaciona con la especie R.
mesoamericanum el cual se ha aislado de de Vigna unguiculata, también fue la Unica
cepa obtenida de la especie M. lacerata en la region de Tonahuixtla Puebla, el cual se
presenta la transicion de los climas secos muy célidos de la Mixteca Baja. Las cepas
LEM710 y LEM720 que se aislaron de Acacia sheffneri, se relacionan con las especies
R. etlii y R. mongolense, las cuales han sido aisladas en P. vulgaris y M. ruthenica que
también son, cultivos comunes en la zona del el muestreo. Las cepas 706 y 708
relacionadas a la especie R. mesoamericanum se aislaron de M. pidica en la zona 2 en
Veracruz que presenta un clima tropical. Esto concuerda con lo encontrado en el estudio
realizado en Costa rica donde se encontrd la coexistencia de Rhizobium, Burkholderia y
Cupriavidus como simbiontes de M. pudica (Barrett y Parker 2006).

Las cepas aisladas pertenecientes a las clase beta-proteobacteria fueron en total 9 y
todas fueron aisladas en M. pudica en las localidades con clima tropical de La Tinaja y
Paso del Toro Veracruz. De acuerdo a este analisis Las cepas se agrupan en dos
géneros:

1.- Burkholderia. Se obtuvieron 2 cepas (LEM 709 y LEM 714) pertenecientes a este
género, la primera de ellas se relaciona cercanamente con la especie B. tuberum la
segunda con B. phymatum. Las especies nodulantes pertenecientes a este género se
han aislado de especies de mimosas en climas tropicales principalmente M. pudica y M.
pigra (Bontemps et al., 2010). En estos estudios se ha encontrado una prevalencia sobre
especies nodulantes de este género sobre Rizobium y alfa-proteobacterias.

2.- Cupriavidus. De este género se obtuvieron 7 cepas y se agrupan en 2 clusters; El
grupo formado por las cepas LEM 712, LEM 713, LEM 715y LEM 716 que a su vez se
acerca a la especie C. necator. Y el grupo formado por las cepas 707, 707, LEM 710 y
LEM 711 forman una grupo gue se relaciona con la especie C. taiwanensis. El alcance
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del andlisis para estas bacterias fue muy ambiguo y lo muestran los valores de bootstrap
muy bajos. Lo que concuerda con estudios anteriores en este género con secuencias de
este gen (Lineda et al., 2007).

En las muestras obtenidas de M. pudica, que es hospedera tanto de a-rizobia como de 3-
rizobia, también se observa una marcada prevalencia de bacterias pertenecientes a la
clase . Sin embargo, el nimero de plantas muestreadas en este estudio no permite hacer
una estimacién precisa sobre esta preferencia.

Por otro lado tampoco se puede decir que contradice lo observado en China, donde la
proporcion de nédulos que contienen cada género de (B-rizobias varié entre las especies
Mimosa; con Cupriavidus siendo predominante en nédulos M. diplotricha (63,3% frente a
36,7% de ocupacién con Burkholderia), pero con M. pudica mostrando una ligera
preferencia por Burkholderia sobre Cupriavidus, ocupando el 56,5% y el 43,5% de los
nodulos, respectivamente (Liu et al., 2012). Liu y colaboradores explican esta preferencia
debido a las condiciones de los suelos donde fueron encontradas las bacterias.

En este estudio esa preferencia también se puede explicarpor las condiciones en que
se encuentra el suelo del muestreo, localidad de La Tinaja Veracruz por ejemplo, son
terrenos de cultivo erosionados y abandonados, donde la presencia de metales pesados
y compuestos toxicos es alta debido al excesivo uso de los fertilizantes industriales y riego
indebido (Landeros et al., 2002).

Por su parte la localidad de Paso del Toro Veracruz, son potreros inundables en la
temporada de lluvias con el rio y desechos de las poblaciones aledafias. Por esta razén,
es posible que esta mayoria que presenta Cupriavidus sobre Burkholderia y Rhizobium
sea debido a sus versatiles capacidades metabdélicas.

Se realiz6 un andlisis independiente con secuencias parciales del gen rrs de cepas
pertenecientes al género Cupriavidus y de todas las especies descritas de este género,
en el cual por el método NJ se forman 2 grupos uno formado por la cepas LEM 712, LEM
713 y LEM 715 que se relaciona con la especie C. oxalaticus. El otro grupo formado por
LEM 705, LEM 707, LEM 710 y LEM 711 se relaciona con la especie C. alkaliphilus
(figuras 12 Y 13).
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Figura 12. Arbol filogenético obtenido por el método Neighbor joining para secuencias parciales del gen rrs de las cepas
del género Cupriavidus (900 pb). Bootstrap: 2000
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Figura 13. Arbol filogenético obtenido por el método Maximun Likelihood para secuencias parciales del gen rrs de las
cepas del género Cupriavidus. (900 pb). Bootstrap: 1000



7.4 Prueba de nodulacion en Mimosa pudica

Se seleccionaron las cepas pertenecientes al género Cupriavidus para corroborar la
capacidad de nodular la planta de origen. A los 13 dias después de la inoculacién se
empezaron a visualizar la formacién de nédulos en las raices de algunos individuos
(figura 14). Todas las cepas obtenidas pertenecientes al género Cupriavidus, fueron
capaces de nodular esta M. pudica. Se presentaron nédulos indeterminados
caracteristicos de esta planta, (Hirsch 1992). Los controles negativos no presentaron
nédulos, mostraron coloracion amarillenta en las hojas que puede indicar falta de
nitrogeno. Estas plantas amarillentas sin nddulos, murieron entre los dias 20-24 en
comparacion con los individuos nodulados que sobrevivieron hasta el final del
experimento.

Figura 14. Prueba de nodulacion en M. pudica. A) apariencia de plantas noduladas no noduladas, y controles negativos.
B) control negativo sin nodulos.C) Planta experimental positiva D) raiz sin nodulos E) raiz con nodulos.
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7.5 Prueba de nodulaciéon en Phaseolus vulgaris

Por parte de esta prueba se observé que entre los dias 12-15 después de la inoculacion,
empezaron a surgir nodulos en las raices de algunos individuos. Todas las cepas
obtenidas pertenecientes al género Cupriavidus excepto la cepa 707, fueron capaces
de nodular P. vulgaris en condiciones de laboratorio (Figura 15).Esta falta de capacidad
para nodular puede deberse a mutaciones en los genes involucrados en la sintesis de
los factores NOD como la presencia de grupos adicionales mayormente en los extremos
del oligosacarido de quitina, el tipo de acido graso presente en el extremo no reductor, y
la longitud del esqueleto de oligosacarido (Figura 3). Estas variaciones son los
determinantes mayores de la especificidad de hospedador. Un ejemplo bien estudiado
de modificacion que determina el rango de hospedador es el grupo sulfato de los factores
de nodulacion de S. meliloti. Las cepas mutantes en nodH, nodPQde S. meliloti que
producen factores Nod sin el grupo sulfato ya no son capaces de nodular en alfalfa
(Roche et al., 1991).

Los controles negativos de igual manera que en los experimentos de nodulacion
anteriores no presentaron nédulos, y mostraron coloracion amarillenta en las hojas que
puede indicar falta de nitr6geno. Estas plantas amarillentas sin nédulos, murieron entre
los dias 23-25.
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Figura 15. Prueba de nodulacionen P. vulgaris. A) apariencia de plantas. B) individuo experimental positivo.C) Nodulos.
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7.6 Andlisis del gen gyrB

Para el analisis del gen gyrB se seleccionaron las cepas pertenecientes al género
Cupriavidus y se obtuvieron las secuencias parciales para este gen, posteriormente se
analizaron y finalmente se construyeron arboles filogenéticos con los métodos evolutivos
NeightborJoining y MaximunLikelihood para poder inferir las relaciones filogenéticas de
las cepas.Se puede observar que en el andlisis de la secuencia parcial del gen gyrB que
las cepas se agrupan en 2 pequefos grupos, uno formado por las cepas LEM 705y LEM
707 que se asocia lejanamente a otro formado por las especies C. laharis y C.
pinatubonensis (figura 16). El otro cluster esta formado por las cepas LEM 710, LEM 711,
LEM 712, LEM 713 y LEM 715, que como se aprecia en el analisis, las secuencias
parciales del gen gyrB revelaron que los aislamientos Cupriavidus representan una clara
linea de descendencia que se agrupa totalmente independientemente de las demas
especies de este género. En el analisis por el método MaximunLikelihood (ML) se siguen
manteniendo los 2 grupos formados anteriormente, con la diferencia que al grupo formado
por las cepas LEM 710, LEM 711, LEM 712, LEM 713 y LEM 715 las relaciona débilmente
a las especies C. necator y C. oxalaticus (Figural7). Cabe mencionar que aunque este
gen es utilizado ampliamente para inferencia filogenética (Lineda et al., 2007) sobre todo
de especies pertenecientes a la familia Burkholdericeae pesar de eso actualmente no se
cuenta con una secuencia de las especies C. alkaliphilus. C. pampae y c. numazuensis.
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Figura 16. Arbol filogenético obtenido por el método Neighbor joining para secuencias parciales del gen gyrB (400 pb)de
cepas obtenidas de M. pudica. Bootstrap: 2000.
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Figura 17. Arbol filogenético obtenido por el método Maximun Likelihood para secuencias parciales del gen gyrB(400 pb)de
cepas obtenidas de M. pudica. Bootstrap: 1000

7.7 Arboles concatenados

Como se puede observar en el analisis de las secuencias concatenadas de los genes rrs
y gyrB, las cepas de este estudio se agrupan en un 2 cluster independientes y
manteniendo la misma topologia en ambos modelos evolutivos (NJ y ML) (Figuras 18 y
19) a excepcion que con ML las cepas 705y 707 las agrupa en un cluster independiente,
sin embargo se sigue manteniendo esta agrupacion separada de las especies antes
descritas del género Cupriavidus, atn de las nodulantes, con fuerte valores de bootstrap.
Lo anterior indica que es un linaje totalmente diferente de las especies hasta ahora
reportadas, un fuerte indicio para la posible descripcién de dos nuevas especies de
rizobia. Sin embargo estudios al menos de otros genes Housekeeping son requeridos
(Gaunt et al., 2001), lo que se vuelve imposible debido a la falta de secuencias de otros
genes para este género en los bancos de datos.

32



9o @ Cupriavidus sp. M. pudica LEM712
60| | @ Cupriavidus sp. M. pudica LEM713
61 |- @ Cupriavidus sp. M. pudica LEM_715

@ Cupriavidus sp. M. pudica LEM711

o | @ Cupriavidus sp. M. pudica LEM710
@ Cupriavidus sp. M. pudica LEM705
[Loo | @ Cupriavidus sp. M. pudica LEM707

50

29

Cupriavidus necator CIP 104763
ECupriavidus oxalaticus CIP 107389
—— Cupriavidus basilensis CIP 106792
L o7 Cupriavidus gilardii CIP 105966

-
)

3

3 Cupriavidus respiraculii LMG 21509
75 Cupriavidus campinensis LMG 215110
81 Cupriavidus metallidurans CIP 107179
93 Cupriavidus pauculus CIP 105943

— Cupriavidus taiwanensis CIP 107171

19 |: Cupriavidus pinatubonensis LMG 23994
99 Cupriavidus laharis LMG 239545

0.05

1

Rhizobium leguminosarum bv. trifoli 3.22
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obtenidas en este estudio. (1300 pb). Bootstrap: 2000
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8. CONCLUSIONES

A lo largo de este estudio se obtuvo una coleccibn de 20 cepas nodulantes de
leguminosas mimosoides de los estados de Puebla y Veracruz. Segun el analisis de las
secuencias parciales del gen rrs, las cepas obtenidas se agrupan dentro de las clases a-
y B-proteobacteria. Dentro del grupo de las a-rizobia se obtuvieron 11 cepas
pertenecientes a 2 géneros: Rhizobium y Bradyrhizobium.

Las cepas que pertenecieron al género Rhizobium fueron: LEM 701, LEM 706, LEM 708,
LEM 716, LEM 719 y LEM 720, que fueron aisladas de las especies: M. albida, M.
Luisana y A. sheffneri, que crecen en los climas subtropical, templado y calido
respectivamente excepto las cepas LEM 706 y LEM 708 que fueron aisladas de M.
pudica. En el caso del género Bradyrhizobium se obtuvieron las cepas: LEM 702, LEM
703, LEM 704, LEM 717 y LEM 718) relacionadas cercanamente a las especies B.
japonicum y B. lianongense han sido aisladas en plantas de soya, Trifolium, Crotalaria y
Mimosa, que son cultivadas de regiones templadas y subtropicales de China (Liuet al.,
2007).

Por el lado de las B-rizobia se obtuvieron 9 aislados pertenecientes 2 géneros:
Burkholderia (LEM 709 y LEM 714) y Cupriavidus (LEM 705, LEM 707LEM 710, LEM
711, LEM 712, LEM 713 y LEM 715) todas ellas aisladas de M. pudica en Veracruz. Esta
preferencia concuerda con lo encontrado en estudios anteriores en la misma planta en
climas similares en China (Liu et al., 2012).Las cepas pertenecientes al Género
Cupriavidus de este estudio fueron capaces de nodular la planta de origen; Mimosa
pudica ademéas también Macroptilium atropurpureum y, Phaseolus vulgaris variedad
Jamapa, a excepcion de la cepa 707, posiblemente debido a alguna mutacién en los
genes de especificidad como nodP, por lo que se recomienda un analisis de genes nod.

En cuanto al analisis del gen gyrB las cepas del género Cupriavidus se presentan dos
grupos; uno formado por las cepas LEM 705 y LEM 707 y el otro formado por las cepas
LEM 710 LEM 711, LEM 712, LEM 713 y LEM 713 que a su vez mantienen su
independencia de las demés especies de este género relacionandolo lejanamente con
C. pinatubonensis y C. laharis. De acuerdo al analisis de las secuencias concatenadas
gyrB —rrs, la topologia se mantiene y las cepas de interés se agrupan de manera
totalmente independiente a las especies descritas al momento indicando que se trata de
dos especies de este género diferentes a las reportadas hasta el momento.
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10. ANEXOS

10.1Anexo 1. Medio agar levadura manitol (YMA)

Para un litro de medio:

10 g de manitol.

0.66 g de fosfato 4cido de potasio.

0.5 g de glutamato de sodio.

0.05 g de NacCl.

10 ml de solucién “T” 0 0.1g de sulfato de magnesio.
1 ml de solucién “U” 0 0.04g de cloruro de calcio.

1 ml de solucion “V” o0 0.004g de cloruro férrico.

1 g de extracto de levadura. 18 g de agar bacteriolégico.
998 ml de agua destilada.

Ajustar a pH=6.8

10.2 Anexo 2. Solucidén nutritiva Jensen

Para un litro de solucion:

10 ml de solucion “P” 0 0.2 g de sulfato de magnesio heptahidratado.

10 ml de solucién “Q” 0 0.2 g de cloruro de sodio.

20 ml de solucion “R” o0 0.2 g de fosfato dicalcico.

10 ml de solucién “D” o 0.04 g de cloruro férrico.

1 ml de oligoelementos de Jensen:

2.26 g de H3BO3 2.03 g de MnSO4-4 H,O 0.22 g de ZnSO4-7 H,O 0.08 g de CuS0O4 5
H.O 0.09 g de Na:MoO4 2 H.O

949 ml de agua destilada.
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10.3Anexo 3. Geles

Anexo 3. 1. Corrimiento electroforético del ampliicacion de los repetidos palidromicos extragénicos de
algunas cepas de este estudio.

01 02 03 04 07 08 09 10 11 14 15 16

Anexo 3.2. Corrimiento electroforético del amplicon obtenido para el gen rrs de algunas cepas obtenidas de
este estudio(1400 pb).
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Anexo 3.3. Corrimiento electroforético del amplicon obtenido para el gen gyrB (400 pb) de las cepas
pertenecientes al genero Cupriavidus aisladas de M. pudica.

10.4 Anexo 4. ARDRAS

Ardra Cfo |

5...GCGC...3
3...CGCA...5

01 02 03 ©4 07 08 09 10 11 14 15 16 17 18 05 06 12 13

3ARERAsEE 5 e 3EEE Tl

<— 1000 pb
<€— 750 pb

<€— 500 pb

<€— 250 pb

Anexo 4.1. Corrimiento electroforético de las digestiones de las cepas obtenidas en este estudio
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Anexo 4.2. Corrimiento electroforético de las digestiones de las cepas obtenidas en este estudio

Ardra Hinf | 5...GANTC...8

3...CTNAG...5

0102 03 04 07 08 09 10 11 14 15 16 17 18 05 06 12 13

1A 3131 4 3 H3 168

. €—4500 pb
«—1000 pb
«€—50 pb

<€—50 pb

<—250 pb

Anexo 4. 3. Corrimiento electroforético de las digestiones de las cepas obtenidas en este estudio
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10.5 Anexo 5. Secuencias gen rrs

>LEM701

GAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCG
CGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCG
GCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTG
GAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTAC
TGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAA
ACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGTAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACA
TCCTGTGTTACCCTTAGAGATAGGGGGTCCACTTCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGC
CCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGTCACTCCCAGTCGGGCGATGAAATCCG

>LEM702

GCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGC
GTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATAAGCCCCGG
CTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAG
AACTGCCTTTGATACTGAAGATCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGATACT
GACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTGGCGCAGCTAACGCTTTAAG
CATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACA
TGTCCAGGACCGGTCGCAGAGATGTGACCTTCTCTTCGGAGCCTGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCC
GTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCGGTGACAATGGGATGCTAAGGGGCGACCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTT

>LEM703

GGCAAAGTGCCGACGATGCGCAGCTTACACATGCAAGTCGAGCGGGCGTAGCAATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAA
ACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
GAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCC
CTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTG
GGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAAGATCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAG
AGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCAGGACCGGTCGCAGAGATGTGACCCTCTCTTCGGAGCCTGGAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGATGCTAAGGGGTGACCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAG
TTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCTCGTCTTGCGTACTCGCGACGAAGCCTC

>LEM704

AATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGAT
CGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATA
AGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCTGGAGCT
CAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAAGATCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
CCCGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTGGCGCAGCTAA
CGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAG
CCCTTGACATGTCCAGGACCGGTCGCAGAGATGTGACCCTCTCTTCGGAGCCTGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGATGCTAAGGGGTGACCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCG
TGGATCAGCACGCCTCGAATGGAGTGGCGTGCTGCCTG

>LEM705

TGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGCGGGGGACCGCAAGG
CCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATGG
CGCTGGTTAATACCCGGCGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGTAATTACTGGGCGTAAAGCGT
GCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAGTCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGT
CAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATCAGGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCTAGTTGCTACGCAAGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTGCGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACGCATCGTAGTCCGGATCGTAGTCTG
CAACTCGACTACGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGCTTAGTAGTAGCGTTGCAGTCGG

>LEM706

GGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTGCTACGGAATAACCCAGGGAAACTTGGACTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATCGGCCCGCGT
TGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACTCTTGCAGAGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCT
AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCTATAGCTCAACTCTGGAA
CTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATAGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGA
CGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACAT
TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCC
TCGGACAGCTGCAGAGATGCAGTCTCCACTTCGGTGGCCGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCT
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGT
GGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACT

48



>LEM707

GGGCTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGCGGG
GGACCGCAAGGCCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCG
GAAAGAAATGGCGCTGGTTAATACCCGGCGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGC
AGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAAGCAGCCCCCTGGGACGTCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
CTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCAC
AAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATTAGGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTGCGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACGCATCGTAGTCCGGA
TCGTAGTCTGCAACTCGACTACGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGTCATATGAGGGGCGTTGCAGCCCTA

>LEM708

AGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTGCTACGGAATAACCCAGGGAAACTTGGACTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATCG
GCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAG
CCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGG TGAAATCCCAGAGCTCAA
CTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCC
ATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGC
ATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCT
TGACATCCTCGGACAGCTGCAGAGATGCAGTCTCCACTTCGGTGGCCGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTT

>LEM709

CGCGGGCTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAGACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGCTCTGTGGAGGAAAG
CGGGGGATCGAAAGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAAATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTG
TCCGGAAAGAAAACTTTCGCCCTAATACGGCGGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGCTGTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGCAGCGCTGGAGTATGGCAGAGGGGGGTGGAATTCCACGT
GTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTCGGGCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGAC
CCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGATGGAACCTTGCTGAGAGGCGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATCACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTGGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAG
TCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA

>LEM710

TTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGCGGGGGAC
CGCAAGGCCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAA
GAAATGGCGCTGGTTAATACCCGGCGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAA
ACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATCAGGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAGAGAGAC TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTGCGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACGCATCGTAGTCCGGATCG
TAGTCTGCA

>LEM711

CTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGCGGGGGA
CCGCAAGGCCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAA
AGAAATGGCGCTGGTTAATACCCGGCGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGT
GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTA
AACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAATACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATCAGGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTGCGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACGCATCGTAGTCCGGATCG

>LEM712

GACGGCAGCGCGGGCTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGG
GTGAAAGCGGGGGACCGTAAGGCCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CACTTTTGTCCGGAAAGAAATGGCCTGGGCTAATACCCCGGGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAAT
TCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAATCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATCAGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC

>LEM713

GGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGCGGGGGACCGC
AAGGCCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAA
ATGGCCTGGGCTAATACCCCGGGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTCACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACG
ATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGG
TGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATCAGGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTGCGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAAC
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>LEM714

GGGCAACCCTGGTGGCGTAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGCTCTGTGGAGGAAAGCGGGG
GATCTTCGGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGG
AAAGAAAACCATCGCCCTAATATGGTGGTGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCA
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCC
TAAACGATGTCAACTAGTTGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCAC
AAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAG

>LEM_715

AGCGCGGGCTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTCGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAA
GCGGGGGACCGTAAGGCCTCGCGCGACAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTT
GTCCGGAAAGAAATGGCCTGGGCTAATACCCCGGGTCGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGATAAGACAGGCGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAATGGCGCTTGTGACTGTCAGGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGT
GTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTGACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCTTCAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGCCACTAACGAAGCAGAGATGCATCAGGTGCCCGAAAGGGAAAGTGGACACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTGCGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACGCATCGTAGTC
CGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTACGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA

>LEM_716
CCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGTAA
AGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCATGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCA
GGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTC
ACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATGCCCGGCGACCTGCAGAGATGCAGGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA
TC

>LEM_717

GGCGTAGCAATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACATTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGC
CGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCG
CAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTGAAATCC
TGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAAGATCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTGGCG
CAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACC
TTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGACTCCAGAGACGGAGTTCTTCAGTTCGGCTGGACCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGATGCTAAGGGGCGACCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGAATCGC
TAGTAAT

>LEM_718

AGCGGGCGTAGCAATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACCCAGGGAAACTTGGGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTT
ATCGCCGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGG
TACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTG
AAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAAGATCTTGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTA
GTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGC
AGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGACTCCAGAGACGGAGTTCTTCAGTTCGGCTGGACCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTAC
GGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGATGCTAAGGGGCGACCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCC

>LEM_719

CCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGTAA
AGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACCTTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGTAATCCCAC
GGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCA
CTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAG
CTAACACATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAGCCCTTGACATGCCCGGCTACCTGCAGAGATGCAGGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAAT

>LEM_720
CCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGTAAA
GGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCATAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAG
AAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAG
GGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCA
CTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAG
CTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
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CGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGTCTAGAGAGAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTT

10.6 Anexo 6. Secuencias gen gyrB

>LEM707
CACGCCGAGTTCGACGACAAGCACGAACCCAAGCGCAGCGCGGCGGAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTATCCGGCGGCCTGCA
CGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCGCTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGATGGCCAGGTGCACCTGATCGAATTCGCCAAGGGCGACGTACAGAACCGCATCGTCG
AGACCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGCCCGTTGAAGTCTCGCCGATGAAGATCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACTGAAGTGCACTTCCTGGCCGATGAGGAAATCTTCACCAAC
GTTGAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCAAGCGCATCCGCGAGCTCTCGTTC

>LEM710
CCCAGCGCAGCGCGGCCGAAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTCTCCGGCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGC
ACTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGACGGCCAGGTCCACCTGATCGAGTTCGCCAAGGGCGATGTGCAGAACCGCATCATCGAGACCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGC
CCGTTGAAGTCTCCCCGATGAAGGTCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCCTGGCCGACGAAGAAATCTTCACCAACGTCGAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCA
AGCGCATTCGCGAGCTCTCGTTCCTGAACA

>LEM711
TCAAGTTCGACGACAAGCACGAACCCAAGCGCAGCGCGGCCGAAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTCTCCGGCGGCCTGCACGG
CGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCACTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGACGGCCAGGTCCACCTGATCGAGTTCGCCAAGGGCGATGTGCAGAACCGCATCATCGAGA
CCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGCCCGTTGAAGTCTCCCCGATGAAGGTCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCCTGGCCGACGAAGAAATCTTCACCAACGTC
GAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCAAGCGCATTCGCGAGCTCTCGTTCCTGA

>LEM715
CCCCTGCTCAAGTTCGACGACAAGCACGAACCCAAGCGCAGCGCGGCGGAAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCTGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTCTCCGGCGGCCT
GCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCGCTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGACGGCCAGGTCCACCTGATCGAATTCGCCAAGGGCGATGTGCAGAACCGCATCA
TCGAGACCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGCCCGTTGAAGTCTCGCCGATGAAGGTCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCCTGGCCGACGAAGAAATCTTCACC
AACGTCGAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCAAGCGCATTCGCGAGCTCTCGTTCC

>LEM705
ATTCCGCCCCTGGTCAAGTTCGACGACAAGCACGACCCAAGCGCAGCGCGGCGGAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTATCCGGCG
GCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCGCTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGATGGCCAGGTGCACCTGATCGAATTCGCCAAGGGCGACGTACAGAACCGC
ATCGTCGAGACCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGCCCGTTGAAGTCTCGCCGATGAAGATCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACTGAAGTGCACTTCCTGGCCGATGAGGAAATCTT
CACCAACGTTGAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCAAGCGCATCCGCGAGCTCTCGTTCCT

>LEM712
ATTCCGCCCCTGGTCAAGTTCGACGACAAGCACGAACCCAAGCGCAGCGCGGCGGAAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTCTCCGG
CGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCGCTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGACGGCCAGGTCCACCTGATCGAATTCGCCAAGGGCGATGTGCAGAACC
GCATCGTCGAGACCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGCCCGTGGAAGTCTCCCCGATGAAAGTCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCCTGGCCGACGAAGAGATC
TTCACCAACGTCGAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCAAGCGCATTCGCGAGCTCTCGTTCC

>LEM713
ATTCCGCCCCTGGTCAAGTTCGACGACAAGCACGAACCCAAGCGCAGCGCGGCGGAAATCGCCATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCAACCAGAACAGCTACAAGGTCTCCGG
CGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCGCTCTCCAAGTGGCTGCGCCTGACCGTGCGCCGCGACGGCCAGGTCCACCTGATCGAATTCGCCAAGGGCGATGTGCAGAACC
GCATCGTCGAGACCGTGCCCGGCCCCGACGGCCAGCCCGTGGAAGTCTCCCCGATGAAAGTCATCGGCGCCACCGACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCCTGGCCGACGAAGAGATC
TTCACCAACGTCGAGTTCCACTACGAGATCCTCTCCAAGCGCATTCGCGAGCTCTCGT
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