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Resumen.

Burkholderia es un género extremadamente diverso y versatil, Gram-negativo y de forma
bacilar. Se han descrito actualmente un gran nimero de especies que se incorporan a
éste género llegando a ser 101 especies ya reportadas. Se reconoce la diversidad en
torno a la patogenicidad de algunas especies en humanos, animales y plantas, pero
destaca también el uso potencial de algunas especies por sus bondades en la promocién
del crecimiento de plantas, la fitorremediacion, la degradacién de agentes xenobiéticos,
y el biocontrol de agentes patdgenos de plantas. Este trabajo trata de la busqueda de
especies pertenecientes al género Burkholderia basandose en la diversidad climatica en
el Estado de Puebla en donde se tomaron en cuenta los climas célido subhimedo,
templado subhimedo, seco-semiseco, templado himedo y célido humedo. Es
importante la observacion de la escaces de estudios en torno a este género en México,
los estudios se han limitado a estados como Chiapas, Veracruz, Morelos, Tamaulipas,
en el Estado de Puebla no hay reportes acerca de Burkholderia spp. Este estudio es
parte de dos trabajos anteriormente realizados que conforman una coleccién de
muestras de un total de 96 cepas con alta probabilidad de ser Burkholderia spp. Se hace
ademas una busqueda previa que nos ayuda a rastrear especies con probable potencial
de fijar nitrogeno, especies que pertenezcan a el denominado grupo “Burkholderias del
complejo cepacia” y un tercer grupo enfocado a tres especies patdgenas de plantas: B.
gladioli, B. plantarii y B. glumae. Esta busqueda fue realizada con un grupo o “set” de
oligonucledtidos que van dirigidos hacia diferentes genes de mantenimiento y ya han
sido reportados previamente en la literatura. Es importante conocer el papel que puede
tener este género en el ambito agricola, el area de la salud y el area ecologia-ambiental.
Se muestran resultados de la secuenciacion y el andlisis filogenético del gen ribosomal
16S de las cepas obtenidas de diversas fuentes de interés agricola, algunas plantas
silvestres ademas de un par de cuerpos de agua, esto esperando entender un poco mas
las interacciones que puedan tener estas bacterias con diferentes hospederos,
conformando finalmente un total de 47 cepas confirmadas como Burkholderia spp. de 96

aislamientos iniciales con potencial de pertenecer a este género.

Se evalud la diversidad genética con base en la prueba de diversidad nucleotidicay el

gen codificante para la subunidad 16S ribosomal para las 47 cepas confirmadas como
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Burkholderia spp. mostrando los valores de diversidad entre los tres grupos, ademas de
los valores comparados entre los distintos grupos y finalmente los valores de diversidad

nucleotidica por grupo unico.



l. Introduccion.

A. Diversidad y filogenia bacteriana
La existencia abundante de especies en un ecosistema es definido como biodiversidad
y se ha vuelto tema de interés a nivel mundial. La variabilidad biolégica entre poblaciones
y comunidades de organismos y microrganismos es resultado de la presion de seleccién
impuesta por las condiciones fisicas y biolégicas del medio ambiente, esto acoplado con
las mutaciones o recombinaciones en el genoma de los organismos. La biodiversidad de
poblaciones o comunidades contempla la historia adaptativa de los organismos. Todo
esto refleja fendmenos complejos que crean la diversidad a través de mutaciones
espontaneas, duplicacion o pérdida de genes, transferencia horizontal de informacion

genética y la seleccion propia del medio ambiente (Normand y col., 2015).

La diversidad microbiana en un sentido amplio, es la variedad de microorganismos que
hay en la naturaleza y sus adaptaciones. Se consideran como microorganismos los
grupos de hongos microscopicos, protistas, archeas, bacterias y virus. A lo largo de su
evolucion las bacterias han desarrollado una gama de metabolismos, los cuales
surgieron como adaptacion a los diferentes ambientes terrestres y mediante los que
lograron aprovechar diferentes fuentes de energia. A tal punto pudieron adaptarse las
bacterias que en su conjunto controlan los ciclos basicos de la materia como son los del

carbono, el nitrdgeno, el oxigeno y el fésforo (Capello y col., 2000).

El andlisis comparativo de genes ribosomales o la filogenia ribosomal, es ampliamente
utilizada para inferir las relaciones evolutivas entre especies, especialmente en
procariotas. Bajo el principio en el que la filogenia ribosomal es Gtil como reloj molecular,
idealmente adecuado para la reconstruccién de la historia evolutiva. La eleccion de los
genes ribosomales como reloj molecular esté fuertemente influenciada por el hecho que,
los productos finales son rRNAs, la presion de seleccion se dirige contra las secuencias
primarias de estos genes antes que los genes que codifican para proteinas. Se tienen
ventajas adicionales al usar genes ribosomales como marcadores filogenéticos, son de
distribucion universal, las secuencias son altamente conservadas, son féciles de

secuenciar, y tienen caracteristicas especificas en sus estructuras primarias y



secundarias debido a porciones con diferente variabilidad a lo largo de las secuencias.
(Woese, 1987; Woese, 1998).

Dentro del dominio Bacteria y con la secuenciacion Unicamente del gen ribosomal 16S
de especies ambientales se conocen alrededor de 80 grandes linajes (phyla), sin
embargo solamente poco mas de la mitad de estas especies han podido ser cultivadas
y caracterizadas en un laboratorio. Notablemente, mas del 90 % de los géneros y
especies caracterizadas originan soOlo cuatro phyla: Proteobacteria, Actinobacteria,

Firmicutes y Bacteroidetes (Figura 1).
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Figura 1. . Madigan y col. (2015) Algunos de los méas importantes phyla del dominio Bacteria basados en el gen ribosomal 16S.

[Figura] Recuperado de Brock biology of microorganisms. Se muestran los phyla més importantes que contienen especies cultivables

El phylum Proteobacteria, es por mucho el més grande y mas diverso filogenéticamente
del dominio Bacteria. Mas de un tercio de las especies caracterizadas pertenecen a esta
agrupacion, ademas se encuentran incluidas dentro de las proteobacterias la mayoria de

las bacterias de interés médico, industrial y agricola.



Como grupo, el phyum Proteobacteria en su totalidad son bacterias Gram-negativas.
Muestran una amplitud en diversidad en mecanismos de generacion de energia, existen

especies quimiolitétrofas, quimioorgandétrofas y fotétrofas.

Las Proteobacterias estan divididas en 6 clases, con varios géneros en cada una de las
clases, éstas han sido designadas con una letra griega alfa a, beta B, delta 8, épsilon ¢,

gamma vy, zeta (.

La clase de interés en este proyecto es la clase Betaproteobacteria y es la tercera mas
grande de las proteobacterias. Contiene cerca de 500 especies descritas, ademas de ser
funcionalmente muy diversa. En total son seis los érdenes con especies descritas en la
clase Betaproteobacteria; Burkholderiales, Hydrogenophilales, Methylophilales,

Neisseriales, Nitrosomonadales y Rhodocyclales (Madigan y col., 2015).

La diversidad microbiana de suelos estd compuesta por la diversidad de especies y la
diversidad genética, asi como la biodiversidad del ecosistema (Solbrig, 1991). La
diversidad de especies consiste en la riqueza de especies, el total de especies presentes,
la homogenidad de las especies y la distribucion de ellas (@vreas, 2000). Sin embargo
la definicion tradicional de especie se aplica para plantas y animales y no es facilmente
aplicable a procariotas. ( Godfray & Lawton, 2001). La diversidad microbiana ha sido
usualmente considerada como el numero de individuos agrupados en diferentes taxones
y su distribucion dentro de los taxones. Una de las formas de definir la diversidad

microbiana es por medio de la caracterizacion de su diversidad genetica.

La diversidad nucleotidica es uno de los indices mas utilizados para estimar la diversidad
genética de una poblaciéon cuando las secuencias de ADN de una poblacion se
encuentran disponibles. Debido a que es una funcién de la variabilidad genética en una
poblacion, cuando un individuo con una secuencia de ADN diferente aparece dentro de
esta poblacion, el indice de diversidad genética debe incrementar y no debe disminuir
(Shimantani, 1999). Para obtener esta informacion, se consideran el numero de
diferencias de nucleétidos entre dos secuencias cualquiera simplemente determinando
si hay o no diferencias. Esto realizado con el valor de T, el cual cuantifica la principal
divergencia entre secuencias y es denominado como diversidad nucleotidica y se calcula

de la siguiente manera



= z XinT[ij
ij
Donde x;y x; representan las frecuencias de las secuencias iesimas y jesimas en la

poblacion y m;; es el numero de diferencias nucleotidicas por sitio entre las

secuencias iesimas y jesimas, es decir que calcula la probabilidad que dos secuencias

elegidas al azar sean idénticas (Nei, 1987).

B. Generalidades del género Burkholderia.

El género Burkholderia esta integrado por un gran numero de especies, actualmente
incluye 101 especies de Burkholderia (LPSN, 2016). Los miembros de este género son
organismos versatiles ocupan sorprendentemente un gran rango de nichos ecolégicos
(Coenye & Vandamme, 2003).

Se describe como un bacilo recto Gram negativo, catalasa positivo y oxidasa positivo. De
movilidad variable, con uno y mas comunmente varios flagelos polares (Brenner y col.,
2005).

Este género pertenece al orden Burkholderiales, el cual a su vez pertenece a la familia
Burkholderiaceae. El orden Burkholderiales estd comprendido por las siguientes familias:
Burkholderiaceae, Oxalabacteraceae, Alcaligenaceae y Comamonadaceae.

La familia Brukholderiaceae esta formada por los géneros Burkholderia, Cupriavidus,
Ralstonia, Lautropia, Limnobcter, Pandoraea, Paucimonas, Polynucleobacter vy
Themotrix. Esta familia se caracteriza por mostrar diversidad en sus caracteristicas
fenotipicas, metabdlicas y ecolégicas. Asi, se pueden encontrar bacterias
guimioheterotrofas, aerobios estrictos, aerobios facultativos, quimiolitotrofos obligados y

facultativos (Garrity y col., 2005).
I. Antecedentes.

La primera descripcion del género Burkholderia fue en la década de 1950 con la especie

Pseudomonas cepacia nombrada por Walter Burkholder (Palleroni & Holmes, 1981).
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Inicialmente las especies pertenecientes a Burkholderia estuvieron clasificadas en el
género Pseudomonas, consideradas como bacterias no fluorescentes (Kersters y col.,
1996). Migula, quien fue el primero en identificar el género Pseudomonas en 1894, lo
describié como un bacilo Gram-negativo, con un flagelo polar y estrictamente anaerobio.
De igual modo, un gran numero de especies de Pseudomonas fueron caracterizadas
principalmente por medio de pruebas bioquimicas (Staniery col., 1966). Posteriormente el
género Pseudomonas fue dividido en cinco grupos (I al V) basados en ensayos de
hibridacion DNA-DNA (Palleroni y col., 1972) y rRNA-DNA (Palleroni y col., 1973). Fue
hasta 1992 que Yabuuchi y colaboradores transfirieron a P. cepacia y otras especies a un
nuevo género denominado Burkholderia, de acuerdo a estudios moleculares, tales como:
secuenciacion de ARN ribosomal, hibridacion DNA-DNA, composicion de lipidos celulares

y acidos grasos (Yabuuchi, y col., 1992).

Los resultados obtenidos confirmaron la localizacion de éstos en diferentes grupos
filogenéticos (subclases de Proteobacteria) (Kersters y col., 1996). Finalmente, el género
Burkholderia quedd clasificado en la subclase B-Proteobacteria, en el cual existen
geéneros tales como Neisseria, Ralstonia y Cupriavidus, distinguiéndose por ser aerobias

facultativas.

Eventualmente mudltiples especies fueron descritas e insertadas en el género
Burkholderia, otras fueron removidas o reclasificadas como Ralstonia pickettii (antes
Burkholderia pickettii) y Ralstonia solanacearum, (antes B. solanacearum) (Yabuuchi y
col., 1995; Gillis y col., 1995).

Es sobresaliente que el género Burkholderia es taxonémicamente complejo con nuevas
especies siendo descritas recientemente de manera vertiginosa. Por ejemplo, las
especies estrechamente relacionadas como las pertenecientes al complejo B. cepacia
son dificiles de identificar utilizando pruebas bioquimicas y fenotipicas convencionales.
Asi mismo especies pertenecientes a otros géneros de las S-Proteobacteria pueden llegar

a ser identificadas errébneamente como Burkholderia.

Por otra parte se han generado estudios especificos para algunas especies en particular,

por ejemplo a partir de la filogenia conocida para el afio 2006 se genero un estudio para
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grupos especificos del género Burkholderia, usando el gen gyrB para la identificacion de
tres especies en particular; B. plantarii, B. gladioli y B. glumae (Maeda vy col., 2006).
Consecutivamente, en otro estudio de analisis filogenéticos de los genes rpoB, gyrB y rrs,
se utilizaron cepas de los géneros Burkholderia, Cupriavidus, Comamonas, Delftia,
Acidovorax, Brevundimonas, Herbaspirilum huttiense y “Pseudomonas butanovora”. En
éste estudio se elucidé que los arboles genéticos fueron concordantes entre ellos mismos
con la taxonomia reportada hasta al afio en que se gener¢ la investigacion (Lineda y col.,
2008). Es importante recalcar las diferencias obvias que se obtuvieron en un estudio mas
reciente en el que se observan un par de agrupamientos filogenéticos (Figura 2) quedando
organizados en un grupo A especies patdégenas de humanos, animales y plantas y en un
grupo B especies asociadas a plantas, benéficas y ambiantales (PBE) (Suarez-Moreno y
col., 2012).

Recientemente, en un estudio de analisis multilocus realizado con 77 cepas de referencia
del género Burkholderia, se usaron los genes mantenimiento atpD subunidad beta de ATP
sintasa), gltB (glutamato sintasa), lepA (factor 4 de elongacion), y recA (proteina recA
requerida en la recombinacion homologa y la reparacién de dafios por mutaciones en el
ADN) incluida la secuencia codificante para 16S rRNA. El estudio revel6 que, a medida
gue se han descrito nuevas especies, la aparicion de nuevos linajes es consecuente
Adicionalmente, existe la propuesta de dividir el género Burkholderia debido a la presencia
de dos grupos principales y en algunas ocasiones tres, con la presencia de B.
andropogonis y B. endofungorum/B. rhizoxinica que se agrupan al extremo del grupo A 'y
mostrando un porcentaje de diferencia con el grupo A y el grupo B mostrando que B.
endofungorum/B. rhizoxinica tienen un porcentaje de similitud menor del 96% del gen que
codifica para la subunidad 16S rRNA teniendo valores de similitud del 96.1% con respecto
al grupo B y del 95.1% comparado con el grupo A. Por otra parte B. andropogonis presenta
valores de similitud del 95.5% con respecto al grupo B y del 93.8% con respecto al grupo
A, esto evidencia que el género estd evolucionando y creando diferentes linajes
evidenciandose en estudios filogenéticos (Estrada-de-los-Santos y col.,, 2013).
Generalmente, valores menores del 95% de similitud en las secuencias de la subunidad

16S rRNA indica la presencia de un género distinto (Tindall y col., 2010).
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El estudio filogenético bioinformatico (Sawana y col., 2014), toma como referencia 45
cepas de Burkholderia con genomas secuenciados y adicionalmente incluye 21 proteinas
al analisis comparativo concatenado para la generacion de un arbol filogenético. Los
resultados obtenidos muestran una divisién notable de dos grandes clados tal como lo
habia descrito Suarez-Moreno (2012) en dos grandes grupos: patdgenas y no patégenas
(asociadas a plantas de forma benéfica y uso provechoso ambiental (PBE) por sus siglas
en inglés “A plant-beneficial-environmental” (Figura 2). De este modo el primero de estos
grupos denominado Burkholderia, el cual agrupa a las especies patdégenas de animales,
plantas y el humano; y por otro lado, el segundo clado, se propone denominarle
Paraburkholderia gen nov. que alberga a las PBE, este clado a medida que se han
descubierto nuevas especies es el que ha tenido mayor crecimiento en contraste con el
clado Burkholderia. Una revision reciente (Estrada-de-los-Santos, 2015) propone la
separacion de los dos grupos y nombrarlos de manera distintiva en dos géneros
separados, manteniendo en las especies agrupadas en un clado con las especies PBE y
la propuesta de cambiar el nombre de este clado por el de Caballeronia o

Paraburkholderia siendo un nuevo género.



91 - B.diffusa R15930(AM747629-1)
B.ambifaria AMMD (AF043302)
B.anthina R 4183(AJ420880)
B.seminalis R24196(AM747631)
B cepacia ATCC25416(/96927)
B metallica R 16017 (AM747632)
Barboris R-24201(AM747630)
74 |53 |y B lata R 15816(AM905038)
B i 1298(GQ397111)
——— B multivorans LMG 130107(Y18703)
L—— B.dolosa LMG18941(AF175314)
B.ubonensis EY3383(AB030584)
B.latens R-5630({AM747628)
g5 [ B cenocepacia LMG 16656(AF148556)
29 B.vietnamiensis TVV75 {AF097534)
L= B. stabilis LMG 14294 (AF097533)
% o B pyrrocinia LMG14191(U96930)
B oklah is C6786(DQ108388)
B.thailandensis E264(U91838)
e B.mallei ATCC23344(AF110188)
97 29 | B pseudomallei ATCC 23343(DQ108392)

87,

B

17]

|8

B and:

EI-— B caryophylli ATCC 25418T(AB021423)
92 B-soli GP25-8 (DQ465451)

7 B

I dofungorum HKI456 M420302)
9 L— B rhizoxinica HKI454(AJ938142)
didicola KCTC (AF512826)

B
] B.glathei LMG14190 £/96935)

B-mimosarum PAS44(AY752958)
) 31 %Wmmm}
%2 B-oxyphila OX-01T(AB488696)

Br3437(AY773189)
B.unamae MTI-641(AY221956)
B tropica Pped(AJ420332)
68 B bannensis E25T (AB561874.1)

TN

AR
= '_n{— B tuberum STM678(AJ302311)
iminicola HU2-65W(EU0356)

B phenazinium LMG2247T(U96936)
B sartisoli RPOOT (AF061872)
81 B hospita LMG 20598(AY040365)

% B caribensis MWAPG64(Y17009)

9 B terrae KMY02(AB201285)
B-phy STM815(4302312)
7 B.sabiae Br3407(AY773186)
B phytofi PsJN(AY497470)
B megapolitana A3(AM489502)
B-ginsengisoli KMY03(AB201286)
B bryophila LMG23644(AM48950)

B LB400(U86373)
B.terricola LMG20594 (AY040362)
B.caledonica LMG 19076 AF215704)
B.fungorum LMG 16225(AF215705)
Bph uptrix AC1100{AY435213)

6 B.graminis C4D1M(U96939

95

97

 pergrrmcens |
0.005

gensis LMG13019(AF130171)

B glumae LMG2196(U96931) =
—”L_ll”"""m gt d
» Bgladioli CIP105410{EU024168)

is LMG2129(X67037)

B-k iensis KP23(AB024310)
dis SA33(AB513180)

BCC
complex

“pseudomallei”’
group

8 B heleia SA41(AB495123)
i'_r_ B-silvatiantica SRMrh-20(AY965240)
98 B ferrariae FeGIO1(DQ514537)

Plant-associated
beneficial and
environmental

group
(PBE)

Figura 2. Arbol filogenético en based a secuencias 16S rRNA. Las secuencias fueron alineadas y como outgroup se utilizé a
Pandoraea norimbergensis LMG13019. Este arbol fue elaborado por el método Maximum-Likelihood y su historia evolutiva fue inferida
por el metodo Neighbor-Joining. El nimero en cada nodo corresponde a el valor bootstrap. Se presenta en color rojo el clado de
especies patdgenas y en verde especies asociadas a plantas, benéficas y ambientales (PBE).(Suarez-Moreno y col. 2012)
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Por lo que se refiere a las especies patdégenas del género Burkholderia, el complejo
Burkholderia cepacia (BCC), se encuentra formado por una coleccion de especies que
son fenotipicamente similares pero genéticamente distintas. Estas especies presentan
rangos de similitud del 98 al 100% en sus secuencias del ARN ribosomal 16S (Coenye &
Vandamme, 2001). Este complejo comprendia 17 especies en el afio 2011, muchas de
ellas de importancia en el area clinica, como organismos oportunistas que algunas de
éstas se han encontrado en pacientes con fibrosis quistica y enfermedad crénica
granulomatosa, actualmente este complejo estd comprendido por un total de 20 especies
(Hauser y col., 2011; Padrenas y col., 2016). Por otra parte, el grupo pseudomallei que
incluye a cuatro especies, se encuentra también en la agrupacion de especies patégenas
afectando a humanos y animales. B. mallei es responsable de la una enfermedad
contagiosa y letal que afecta a caballos, burros y mulas, conocida como la “enfermedad
de Glanders” Se identifica por producir ulceraciones y ndédulos en el tracto respiratorio alto
y pulmones; pudiendo generar formas de nodulaciones cutaneas denominadas “muermo”
(Singh y col., 2015). Adicionalmente, B. pseudomallei agente causal de la enfermedad
llamada “melioidosis” presenta un cuadro clinico variado que puede ir desde abscesos

localizados, posteriormente neumonia y finalmente septicemia.

Se encuentran dos especies mas que estan estrechamente relacionadas
filogenéticamente dentro de este grupo B. thailandensis que generalmente es avirulenta,
pero algunos casos esporadicos de pacientes han sido reportados en el Sureste de Asia
y Estados Unidos de América y B. oklahomensis la cual fue aislada en 1973 a partir de
un paciente que sufrié un accidente automovilistico en Oklahoma, E.U.A. y de la cual, no
se conoce mucho al respecto. En cuanto a su virulencia en el ser humano, estudios
realizados mostraron que es avirulenta en modelos animales (LiPuma, 2007; Glass, y col,
2006;McCormick y col., 1977; DeShazer, 2007 Currie y col., 2000).

Ademas de las especies reportadas como patdgenas de humanos y animales, existen

algunas especies que se conocen como especies patégenas de plantas tales como:

a) B. glumae, agente causal de pudricion en plantulas y raices de arroz (Goto & Ohata,

1956), b) B. caryophylli, la cual afecta a los claveles y provoca pudricion de la cebolla, c)
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B. plantarii, patégena en raices de plantas de arroz (Ballard y col., 1970; Palleroni, 1984)
d) B. andropogonis, agente causal de “stripe disease” (aparicion de rayas a lo largo de las
plantas) en plantas sorgo y manchas foliares en plantas de frijol (Palleroni 1984). Es de
importancia recalcar que la interaccion de algunas especies parece restringida a un solo
tipo de hospedero, mientras otras tienen un rango mas amplio (Coenye & Vandamme,
2003).

En cuanto al grupo de las no patégenas estan incluidas especies benéficas para plantas
relacionadas con promocién de crecimiento fijando nitrégeno atmosférico con algunas
especies representativas como B. vietnamensis, B. kururiensis (Estrada-de-los-Santos,
2001), B unamae, B. xenovorans y B. tropica (Caballero-Mellado y col., 2004; Goris y col.,
2004; Reis y col., 2004) asi como especies nodulantes de leguminosas como B. tuberum
y B. phymatum (Vandamme y col., 2002). En forma similar en la promocién del crecimiento
de las plantas, la disminucién a la exposicién de etileno el cual se ha observado que puede
disminuir la tasa de crecimiento de las plantas, algunas especies de Burkholderia como
B. vietnamensis y B. unamae han podido crecer en medios con 1- aminocyclopropano-1-
carboxylato (ACC) el cual es un precursor inmediado del etileno, como Unica fuente de
nitrdgeno y se ha detectado la actividad desaminasa sobre ACC ademas del gen ACC
desaminasa (acdS). Por otra parte en las especies B. phymatum, B. xenovorans y B.
caribiensis (Onofre-Lemus ycol., 2009) se ha detectado la produccion de agentes
antifingicos y supresion de enfermedades en las plantas (Gillis y col., 1995; Li y col.,
2002; Parke & Gurian-Sherman, 2001).

Determinadas especies pertenecientes al grupo de las no patdgenas, se han estudiado
recientemente con la propuesta de ser destinadas para procesos biotecnolégicos, tales
como biocontrol, biorremediacion y promocion del crecimiento de plantas. No obstante,
algunas de ellas también se les ha relacionado con infecciones en humanos, ya que estan
estrechamente relacionadas y pertenecen al BCC, infectando principalmente a enfermos
con fibrosis quistica (Coenye & Vandamme, 2003). Algunas especies de este grupo,
tienen la capacidad de ser fijadoras de nitrégeno a través de la oxidacion de amonio, y en
algunos otros casos, relacionadas con el reciclaje de materia organica (Estrada-de-los-
Santos y col., 2013).
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Adicionalmente, se han descrito otras especies que son enddfitas de plantas como: a) B.
phytofirmans ubicada en las especies PBE (Figura 2) y que ha demostrado tener efectos
positivos en la estimulacion en el crecimiento de plantas de uva, papa y otros vegetales
como maiz y pastisales (Sessistch y col., 2005); b) B. tropica que también ha demostrado
una interaccion y efecto benéfico con plantas de maiz, cafia de azucar y teosinte en
México, Brasil y Sudéfrica (Reis y col., 2004); c) B. unamae, la cual es capaz de fijar
nitrogeno y fue aislada a partir de la rizosfera de plantas de maiz y café en los estados de
Veracruz, Morelos y Chiapas con climas semicélido subhiumedo, semicalido himedo,
célido subhimedo y célido humedo (Caballero-Mellado y col., 2004) y; d) B. silvatlantica,
esta especie fue aislada de la rizosfera de maiz y hojas de cafia de azucar cultivadas en

Rio de Janeiro, Brasil (Perin y col., 2006).

Sin embargo, se encuentran algunas especies BCC como B. ambifaria, B. cenocepacia,
B. pyrrocinia y B. viethamiensis que son capaces de inhibir el creciemiento de algunos
hongos patdgenos de plantas (cacahuates, chicharos, arroz y pastisales) como Phytium

ultimum, Gusarium oxysporum y Sclerotium rolfisii (Chiarini y col., 2006).

El uso y explotacion industrial o agricola orientado en su probalbe potencial biotecnoldgico
de algunas especies bacterianas se sigue estudiando. En el caso de biorremediacion,
Burkholderia sp. cepa GB-01 tiene la capacidad de degradar abamectina, antiparasitario
utilizado en cultivos y plantas ornamentales. Este compuesto es toxico para otras
especies dispersas en el ambiente que no son blanco y aunque el proceso aun debe ser
optimizado, podria ser util en suelos contaminados con abamectina (Waseem y col.,
2011).

La cepa Burkholderia sp. RKJ800 tiene también un alto potencial biotecnoldgico en la
degradacion de 4-cloro-2-aminofenol. Este compuesto es usado en la industria
cosmetoldgica como tinte para el cabello y se clasifica como una sustancia toxica por su
potencial mutagénico. Existen evidencias experimentales que lo reportan como un
contaminante liberado y detectado en el suelo y agua debido a las actividades

industriales (Kumar y col., 2013).
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Otro ejemplo de especies con potencial biotecnoldgico, es la cepa LB400 de B.
xenovorans, la cual es considerada como una de las mas importantes degradadoras de
bifenilos policlorados (PCB) degradando méas de 20 compuestos relacionados a los PCB
(Bedard y col., 1986).

A. ANTECEDENTES EN MEXICO

En nuestro pais se ha mostrado interés por especies bacterianas con potencial
biotecnolégico en diversos ambitos, como por ejemplo, en promocion del crecimiento de
plantas y entre uno de los procesos destaca la fijacion de nitr6geno, resultando de gran
atencion especies del género Burkholderia. Perin y colaboradores (2006) reportaron la
busqueda de especies asociadas a cafia de azlUcar y maiz con el disefio de
oligonucledtidos especificos basados en la amplificacion del gen que codifica para la
subunidad 16S rRNA que ayudan a distinguir a especies con posibles propiedades
simbidticas de fijacion de nitrégeno, obteniéndose mayoritariamente a Burkholderia
unamae en asociacion en plantas de cafia de azucar. Ademas, se le ha encontrado a esta
especie en plantas como maiz, y café en los estados de Veracruz, Chiapas y Morelos
destacando la presencia de esta especie en climas que van desde semicélido subhtimedo
a calido humedo y no asi en climas semicalidos a secos con una oscilacion de aislamiento
en el pH de 4.5 a 7.1 (Caballero-Mellado y col., 2004).

B. tropica se ha reportado que se encuentra en asociacion con plantas de teosinte y cafia
de azucar (Reis, y col., 2004) y con mayor frecuencia de asociacion a plantas de maiz
(Perin y col., 2006). Asimismo se demostro que plantulas inoculadas con B. tropica MTo-
293 llevé a la colonizacién efectiva de raices de plantas de tomate, seguido del translado
y establecimiento de bacterias en los tejidos aéreos. Esta colonizacion significativa fue
acompafada por un aumento constante en la produccion agricola de tomate, bajo

condiciones de invernadero (Bernabeu, y col., 2015).

Con respecto a otras Burkholderia, en nuestro pais aislamientos como por ejemplo, B.
kururiensis.y B. vietnamiensis. Estas dos especies fijadoras de nitrégeno se han
encontrado asociadas a plantas de café (Estrada-de-los-Santos y col., 2001). Ademas, en

plantas de tomate, maiz y cafia de azucar se ha aislado a B. unamae y en plantas de maiz

-14 -



y cafia de azUcar a B. tropica., Se conoce un par de genes relacionados con
transmisibilidad genética y que se ubican especialmente y de forma restringida en
muestras patdégenas oportunistas del BCC, los genes cblA y esmR y éstos no se
encuentran en el genoma de B. tropica y B. unamae, implica la no patogenicidad de estas
cepas (Perin y col, 2006).

Se sabe que Burkholderia puede ser aislada en cuerpos de agua y en un esfuerzo
tecnolégico en la reducciéon de los efectos negativos de carbazol y sus derivados en el
Estado de Michoacan, la cepa de Burkholderia sp. IMP5GC demostré poder hacer uso
del carbazol - compuesto triciclico aromatico que esta naturalmente presente en la
creosota de alquitran de hulla (biocida protector de la madera), petréleo crudo, destilados
de esquisto bituminoso, petréleo y sus derivados. La cepa Burkholderia sp. IMP5GC fue

aislada en las aguas termales “Los Azufres” de dicho estado (Castorena, y col., 2006).

Recientemente, se realizd un estudio basado en la busqueda de especies Bukholderia
en el Estado de Tamaulipas, obteniendo un total de 1461 aislamientos bajo la
metodologia microbiologica empleada, delos cuales solo cinco de ellos se confirmaron
como Burkholderia mediante métodos moleculares. Los cinco aislamientos se obtuvieron
a partir de plantas de agave y maiz, y se identificaron como B. gladioli y miembros del
BCC por secuencia del gen que codifica para la subunidad 16S rRNA (Vacaseydel
Aceves, 2012).

En el estado de Nayarit se aisldé a B. tuberum cepa CCGE1002 a partir de un nodulo
colectado de Mimosa occidentalis. Esta cepa contiene alrededor de 190 secuencias
codificantes que se encuentran en relacién de la degradacion de compuestos aromaticos,
aunado a esto se encontrd que contiene genes relacionados con la fijacion de nitrégeno

y nodulacién (Ormefio-Orrillo, y col., 2012).

En 2011 en cultivos cercanos a la cuenca del Papaloapan y a partir de una planda de
pifia se aislo a la cepa B. gladioli UAPS07070, se logro demostrar la actividad antagonista
in vitro contra Tatumella ptyseos, agente causal de la enfermedad conocida como “pink
disease” que causa una coloracién café-naranja producto de metabolitos del gluconato y

gue se observan en la fruta ya enlatada que ha sido sometida a temperaturas de

-15 -



pasteurizacion, esto presenta grandes pérdidas econOmicas para la industra que se

encarga de este proceso (Marin-Cevada y col., 2012).

En nuestro grupo de investigacion, recientes trabajos de tesis realizados en el Estado de
Puebla en torno a la ecologia de Burkholderia spp. han demostrado la posible presencia
del género de estudio en diversos habitats. Recientemente, el trabajo de tesis de Antonio-
Flores reporto el aislamiento de 338 cepas utiizando un medio de cultivo semi-selectivo y
finalmente obtuvo 83 cepas con posibilidad a pertenecer al género de estudio a través de
técnicas microbiologicas y moleculares semi-selectivas. Asi mismo, el trabajo de tesis de
Vega-Aguilar en 2016 reporté 234 aislamientos, de los cuales finalmente 10 cepas fueron
identificadas con base a pruebas moleculares como Burkholderia sp. Los muestreos se
realizaron en diversas regiones de nuestro Estado con diferencias climaticas importantes.
Las regiones que se tomaron de acuerdo al tipo de clima en conjunto de los dos trabajos
son: calido subhumedo, templado subhimedo, seco-semiseco, templado himedo y célido

humedo.

La coleccidon de muestras proviene de la rizosfera de diferentes plantas de interés agricola
como: maiz, papa, alfalfa, haba, maguey, nopal, platano, café, blueberry, conocido como
arandano, ajo, chile canario, nuez, naranja. Asimismo se obtuvieron muestras rizosféricas
de plantas silvestres tales como helechos, pastizales, bromelias, pinos, encinos y
leguminosas, cabe aclarar que en la totalidad de los aislamientos las plantas estaban
sanas. Ademas de tomar muestras de cuerpos de agua (Embalse de Valsequillo, laguna
de Chignahuapan y presa La Luz en el municipio de Chignahuapan).
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1. Planteamiento del problema.

El género Burkholderia comprende un nimero extenso y creciente de especies que se
han ido incorporando con gran velocidad. Se conoce en gran medida acerca de la
ubicuidad de Burkholderia, sin embargo se conoce poco sobre su presencia asociada
con su hospedero y factores ambientales que pudiesen influenciar en su distribucion

geografica.

Asi mismo, la importancia de este género es muy sustancial en el area clinica, no solo
por que puedan ser agentes infecciosos o bacterias oportunistas en humanos, animales
o plantas, sino también, porque algunas especies que tienen potencial biotecnologico y

no existen muchos estudios en torno a ello.

IV.  Justificacion.

Con base a que las especies del género Burkholderia tienen la capacidad de colonizar y
establecerse en diferentes habitats, en este estudio se propone determinar la presencia
del género Burkholderia a partir de aislamientos obtenidos en diferentes puntos
geograficos del Estado de Puebla, considerando la variabilidad climética del estado y
pensando en la escases de estudios generados a nivel nacional y la nulidad de reportes
para el Estado de Puebla. Este estudio contribuira al conocimiento sobre la presencia de
éste género, su interaccién con su hospedero en diferentes habitats del Estado de Puebla

y probablemente, dara a conocer nuevas especies aun no reportadas.
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V.

Objetivos

A. General.

Determinar la diversidad genética y filogenia del género Burkholderia a partir de

aislamientos obtenidos en diferentes regiones del estado de Puebla.

VI.

B. Objetivos particulares.

1. Identificar molecularmente a los aislados de Bukholderia con base en el marcador
molecular 16S rDNA.

2. Calcular con base a las secuencias del marcador molecular 16S rDNA la

diversidad genética con el indice de diversidad nucleotidica.

Material y métodos.

A. Reactivacion de cepas.

Se reactivo un cepario comprendido por 96 aislamientos con potencial de pertenecer
al género Bukrholderia obtenidos por Antonio-Flores (2014) y Vega-Aguilar (2016) a
partir de diferentes habitats y hospederos en el Estado de Puebla. Las cepas habian
sido conservadas en glicerol (25%) y almacenadas a una temperatura de -76°C (Tabla
1). La reactivacion se llevo a cabo en medio LB, y a su vez, se verificé la supervivencia
y pureza de los cultivos. Ademas, es importante recalcar que el origen de las muestras
es variado (clima, pH, tipo de suelo) asi como la diversidad de los origenes de los
aislamientos existiendo rizosfera de diferentes plantas silvestres y cultivos agricolas,
asi como de cuerpos de agua. Se eligieron diferentes zonas del Estado de Puebla,
basandose en la diversidad climatica, afectada por la altitud, latitud, incluyendo la
geografia que presenta. Las cepas provienen de las siguientes zonas geogréficas: La
Paz Tlaxcolpan, San José del Rincén, San Miguel Atlapulco, Chignahuapan, Reserva
de la biosfera Tehuacan-Cuicatlan, Tenampulco, Cuetzalan, Tlatlauquitepec y
Citlaltépetl o Pico de Orizaba (San Miguel Zoapan, Tlachichuca) (Figura 3). Asi mismo,
es importante mencionar que las zonas geograficas elegidas presentan diferentes
climas: seco, semiseco, templado subhimedo, templado hiumedo, calido humedo y

frio subhumedo (Fig. 4)
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Grupo Clave Lugares

Grupo B| GB Chignahuapan

Grupo D D Tenampulco, Cuetzalan, Tlatlauquitepec

Figura 3. Zonas geograficas en donde se realizaron los muestreos en el
Estado de Puebla. En la tabla se encuentran las zonas descritas mapa y la
nomenclatura para cada uno de los grupos.

- Calido himedo

. Templado himedo

[[] semiseco

. Templado subhtimedo

- Templado semifrio

- Célido subhtmedo

|:I Muy seco

Figura 4. Mapa que describe la diversidad de climas en la extensiéon geogréfica del Estado de Puebla.
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Tabla 1. Informacién de los aislamientos reactivados a partir del cepario que esta comprendido por los grupos A, B, Dy E. Se
muestra la clave de la cepa, zona geografica, origen, el clima, pH de la muestra y la altitud en metros sobre el nivel del mar.

GRUPO A
N°  Cepa Zona geografica Origen Clima pH Altitud
(MSNM)
1 GA01 La Paz Taxcolpan Riz6sfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
2 GAO03 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
3 GA04 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
4 GA06 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
5 GAOQ7 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
6 GA10 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
7 GA17 La Paz Taxcolpan Riz6sfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
8 GA18 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
9 GA23 La Paz Taxcolpan Rizésfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
10 GA29 La Paz Taxcolpan Riz6sfera de maiz (Zea mays) Seco/semiseco 5.2 2095
11  GA32 San Miguel Atlapulco Rizésfera de helecho (Filicopsida) Seco/semiseco 7.3 1660
12 GA33 San José del Rincon Rizosfera alfalfa (Medicago sativa) Seco/semiseco 7.5 2060
13 GA35 San Miguel Atlapulco Rizosfera de helecho (Filicopsida) Seco/semiseco 7.3 1660
14  GA36 San Miguel Atlapulco Riz6sfera helecho (Filicopsida) Seco/semiseco 7.3 1660
15 GA45 San Miguel Atlapulco Rizésfera de palma (Brahea sp.) Seco/semiseco 7.3 1660
16 GA46  San Miguel Atlapulco Rizésfera de palma (Brahea sp.) Seco/semiseco 7.3 1660
17 GA54  San Miguel Atlapulco Rizésfera de palma (Brahea sp.) Seco/semiseco 7.3 1660
18 GA58 San Miguel Atlapulco  Rizésfera de leguminosa (Fabaceae) Seco/semiseco 7.3 1660
19 GA59 San Miguel Atlapulco  Rizésfera de leguminosa (Fabaceae) Seco/semiseco 7.3 1660
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20 GA69 San Miguel Atlapulco  Rizdsfera de leguminosa (Fabaceae) Seco/semiseco 7.3 1660
21 GA2B La Paz Taxcolpan Rizésfera de leguminosa (Fabaceae) Seco/semiseco 7.3 2095
22 GA51B San Miguel Atlapulco Riz6sfera de palma (Brahea sp.) Seco/semiseco 7.3 1660
23 GA58B San Miguel Atlapulco Rizésfera de helecho (Filicopsida) Seco/semiseco 7.3 1660
24  GA62B La Paz Taxcolpan Rizésfera de encino (Quercus sp.) Seco/semiseco 6.5 2095
25 GA69B San José del Rincon Rizésfera de agave (Agave sp.) Seco/semiseco 7.4 2060
26 GA72B La Paz Taxcolpan Rizésfera de nopal (Opuntia sp.) Seco/semiseco 6.5 2095
27 GA74B La Paz Taxcolpan Rizésfera de nopal (Opuntia sp.) Seco/semiseco 6.5 2095
28 GA75B San Miguel Atlapulco Rizésfera de helecho (Filicopsida) Seco/semiseco 7.3 1660
29 GA125B San José del Rincon Rizosfera de alfalfa Medicago sativa) Seco/semiseco 7.5 2060
30 GA133B San José del Rincon Agua (Presa Valsequillo) Seco/semiseco 8.1 2060
31 GA143B San José del Rincon Agua (Presa Valsequillo) Seco/semiseco 8.1 2060
32 GAl145B La Paz Taxcolpan Rizésfera de encino (Quercus sp.) Seco/semiseco 6.5 2095
33 GA166B San Miguel Atlapulco Rizosfera de palma (Brahea sp.) Seco/semiseco 7.3 1660
GRUPO B
N° Cepa Sitio geografico Origen Clima pH Altitud
(MSNM)
34 GBO1 Chignahuapan Laguna Agua Templado subhimedo 7.63 2290
35 GB02 Chignahuapan Laguna Agua Templado subhimedo 7.63 2290
36 GB11 Chignahuapan Planta orquidea (Orchidaceae) Templado subhimedo 5.77 2290
37 GB13 Chignahuapan Planta orquidea (Orchidaceae) Templado subhimedo 5.77 2290
38 GB16 Chignahuapan Planta orquidea (Orchidaceae) Templado subhimedo 5.77 2290
39 GB18 Chignahuapan Riz6sfera de maguey (Agave sp.) Templado subhimedo 5.88 2290
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40 GB23 Chignahuapan Rizésfera de helecho (Filicopsida) Templado subhimedo 4.81 2290
41 GB25 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus sp.) Templado subhimedo 5.21 2290
42 GB28 Chignahuapan Riz6sfera de maguey (Agave sp.) Templado subhimedo 5.88 2290
43 GB33 Chignahuapan Suelo de la laguna/maiz (Zea mays) Templado subhimedo 6.05 2290
44 GB34 Chignahuapan Suelo de la laguna/maiz (Zea mays) Templado subhimedo 6.05 2290
45 GB35 Chignahuapan Suelo de la laguna/maiz (Zea mays) Templado subhimedo 6.05 2290
46 GB42 Chignahuapan Rizésfera de helecho (Filicopsida) Templado subhimedo 5.51 2290
47 GB45 Chignahuapan Rizosfera de helecho (Filicopsida) Templado subhimedo 5.51 2290
48 GBb51 Chignahuapan Rizésfera de helecho (Filicopsida) Templado subhumedo 5.51 2290
49 GB53 Chignahuapan Rizésfera de helecho (Filicopsida) Templado subhimedo 5.51 2290
50 GB62 Chignahuapan Rizésfera de helecho (Filicopsida) Templado subhimedo 5.51 2290
51 GB70 Chignahuapan Rizé6sfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
52 GB73 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
53 GB81 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
54 GB84 Chignahuapan Riz6sfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
55 GB87 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
56 GB90 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
57 GB91 Chignahuapan Riz6sfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
58 GB93 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
59 GB9%4 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhiimedo 5.18 2290
60 GB98 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.18 2290
61 GB99 Chignahuapan Rizésfera de Maguey (Agave sp.) Templado subhimedo 5.88 2290
62 GB100 Chignahuapan Rizésfera de Maguey (Agave sp.) Templado subhimedo 5.88 2290
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63 GB121 Chignahuapan Rizésfera de Maguey (Agave sp.) Templado subhimedo 5.77 2290
64 GB124  Chignahuapan Rizo6sfera orquidea (Orchidaceae) Templado subhumedo 5.77 2290
65 GB125 Chignahuapan Rizésfera orquidea (Orchidaceae) Templado subhumedo 5.77 2290
67 GB127 Chignahuapan Rizésfera orquidea (Orchidaceae) Templado subhimedo 5.77 2290
68 GB130 Chignahuapan Rizésfera orquidea (Orchidaceae) Templado subhimedo 5.77 2290
69 GB137 Chignahuapan Riz6sfera de bromelia (Bromelia sp.) Templado subhimedo 5.77 2290
70 GB148 Chignahuapan Rizésfera de bromelia (Bromelia sp.) Templado subhumedo 5.77 2290
71 GB148A Chignahuapan Rizosfera de bromelia (Bromelia sp.) Templado subhimedo 5.77 2290
72 GB152  Chignahuapan Rizésfera de bromelia (Bromelia sp.) Templado subhumedo 5.77 2290
73 GB155  Chignahuapan Musgo/Planta/mini helecho Templado subhumedo 4.81 2290
74 GB156 Chignahuapan Musgo/Planta/mini helecho Templado subhimedo 4.81 2290
75 GB169 Chignahuapan Rizé6sfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
76 GB177  Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
77 GB183  Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
78 GB185  Chignahuapan Riz6sfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
79 GB190 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhiumedo 5.21 2290
80 GB193 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
81 GB196 Chignahuapan Riz6sfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
82 GB197 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
83 GB203 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.) Templado subhimedo 5.21 2290
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GRUPO D

N° Cepa Sitio geogréafico Origen Clima pH Altitud
(MSNM)

84 D328 Cuetzalan Riz6sfera Blueberry (Vaccinium Célido humedo 6.25 1621
corymbosum)

85 D335 Cuetzalan Rizésfera Chile canario (Capsicum Célido humedo 5.54 1619
pubescens)

86 D335 Cuetzalan Rizésfera Chile canario (Capsicum Calido humedo 5.54 1619
pubescens)

87 D409 Cuetzalan Rizosfera Café (Coffea sp.) Célido humedo 4.7 1597

88 D411 Cuetzalan Rizésfera Café (Coffea sp.) Célido humedo 47 1597

89 D416 Cuetzalan Rizésfera de ajo (Allium sativum) Calido humedo 5.2 1522

90 D422 Cuetzalan Rizésfera de orquidea (Orchidaceae) Célido humedo 4,97 1520

91 D424 Cuetzalan Rizésfera de orquidea (Orchidaceae) Calido humedo 497 1520

92 D425 Cuetzalan Rizésfera de alcatraz (Zantedeschia sp.) Céalido hiumedo 491 1520

93 D433 Tlatlauquitepec Tierra de cultivo de papa Templado subhimedo 5.96 1920

GRUPO E
N° Cepa Sitio geografico Origen Clima pH Altitud
(MSNM)

94 EB80 Citlaltépetl Riz6sfera de mimosa Frio subhimedo 5.15 3573

95 E127 Citlaltépetl Hongo Grande Frio subhiumedo 5.74 3421

96 E133 Citlaltépetl Hongo Chico Frio subhimedo 5.15 3432
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B. Identificacién Molecular.

1. Amplificacién del gen ribosomal 16S utilizando

oligonucledtidos semi-especificos.

Una vez comprobada la pureza y supervivencia de los cultivos, se elaboré una suspensiéon
celular con una o dos asadas del cultivo en agua destilada estéril, etiquetadas y sometidas

bajo las técnicas que se describen a continuacion.

Para llevar a cabo la identificacion preliminar se utilizaron los oligonucledétidos especificos
para el género Burkholderia, se amplificé por la técnica de PCR un fragmento del gen
ribosomal 16S utilizando los oligonucleétidos Bf y Br (Tago y col., 2014) con una
concentracion de 10 pmol/ul por reaccién con volumen final de 8uL usando 1uL de cada
primer y un volumen 1X de PCR Master Mix (Thermo Scientific), 1ul de suspension de
células y 1ul de agua tridestilada. Se siguid el siguiente protocolo de amplificacion en

termociclador (Thermo Scientific), siguiendo las condiciones mostradas (Tabla 2).

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para los oligonucleétidos Bf y Br.

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 minutos 1 ciclo
94°C 1 minuto
58°C 1 minuto 30 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 10 minutos 1 ciclo
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2. Amplificacién BOX-PCR.

Esta técnica consiste en la obtencion de perfiles de bandeo originados por la distribucion
de secuencias de repetidos y distribuidas en el genoma en regiones extragénicas que
ademas son de diferentes tamafios denominados BOX, es una variante de las técnicas
REP-PCR “finger printing” en la que se consigue una sensibilidad a nivel intra-especie
con el fin de eliminar clonas y reducir el nUmero de muestras para posteriormente
secuenciar el gen ribosomal 16S. Se utilizé el oligonucléotido llamado BOXAIR (5
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3) afiadiendo 1 L del primer en concentracion de
32 pmol/pL, 4 yL 1X de PCR Master Mix (Thermo Scientific), 1 ul de células suspendidas
en 2 pl de agua tridestilada para un volumen final de 8 uL para cada reaccion (Louws y

col., 1994) bajo el programa que se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para el ensayo BOX-PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 7 minutos 1 ciclo
95°C 1 minuto
52°C 1 minuto 35 ciclos
72°C 3 minuto
72°C 10 minutos 1 ciclo

Se realizd una electroforesis a 95 V utilizando SuperBuffer (Zhang y col., 2011). Los
productos de la amplificacion y el marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb DNA
Ladder (Thermo Scientific) se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%. Las bandas

resultantes se tifieron, visualizaron y se fotografiaron en un transiluminador UV.
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3. Deteccion de cepas con oligonucledtidos GB-F GBN-2R, cepas
patdgenas para plantas o pertenecientes al complejo cepacia por

medio de latécnica de PCR.

Mediante un proceso de seleccion de diferentes pares de oligonucleétidos, se obtuvo una
agrupacion de cepas que presuntivamente pertenecen al grupo BCC, patdgenas de
plantas o posibles fijadoras de nitrégeno. Para el primer grupo se utilizaron los
oligonucledtidos GB-F y GBN-2R, los cuales amplifican un fragmento de 1025 pb del gen
gue codifica para la subunidad 16S rRNA para deteccion de especies que posiblemente
sean fijadoras de nitrégeno debido al disefio de los oligonucledtidos que amplifican para
Burkholderia spp. diazotréficas y no diazotréficas con un porcentaje de idenditad mayor o
igual al 97% con especies diazotroficas del mismo género (Perin y col., 2006) ; glu-FW,
glu-RV, pla-FW, pla-RV, gla-FW y gla-RV para especies patdégenas de plantas: B. gladioli,
B. plantarii y B. glumae generando fragmentos de amplificacion de 529, 597 y 479 pares
de bases respectivamente, este ensayo fue del tipo PCR multiple (Maeda y col., 2006).
Por ultimo, un par de oligonucleétidos BCR1 y BCR2a con un fragmento de amplificacion
de 1043 para la deteccibn de especies pertenecientes al complejo cepacia
(Mahenthiralingam y col., 2000). Las concentraciones de oligonucledtidos se manejaron
segun los autores y el origen del DNA templado es a partir de cultivo fresco (suspension
celular). Los genes blanco, temperaturas de alineamiento y tamafo de amplificado se
muestran en la Tabla 4. Los programas para la realizar la técnica de PCR se llevo a cabo

segun el tipo de oligonucledtido utilizado se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 4. Oligonucleétidos, temperatura de alineamiento y tamafio de amplificado.

Nombre
Tamafio )
Gen Grupo del Secuencia 3'->5’ m o Referencia.
amplicon
templado
G Bf TAGCCCTGCGAAAGCCG
en.
16S rRNA . 58°C  463pb (Tago y col., 2014)
Burkholderia.
Br GCCAGTCACCAATGCAG
Probables GB-F AGTAATACATCGGAACRTGT
16S rRNA fijadoras de
nitrégeno. 60°C  1025pb (Perin y col., 2006)

GBN-2R GCTCTTGCGTAGCAACTAG

glu-FW GAAGTGTCGCCGATGGAG

529pb
glu-RV CCTTCACCGACAGCACGCAT
B.gladioli, B.  pla-FW TCGAGCTGGCTGCGCCTC
gyrB plantarii, B. 63°C  597pb (Maeda , y col., 2006)
glumae pla-RV GTCGTCGCCCGAGGTCTCG
gla-FW CTGCGCCTGGTGGTGAAG
479pb
gla-RV CCGTCCCGCTGCGGAATA
) BCR1 TGACCGCCGAGAAGAGCAA
Complejo
cepacia (Mahenthiralingam y col,,
recA BCR2a CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC 63°C  1043pb

2000)
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Tabla 5. Condiciones de amplificacion para oligonucleétidos especificos para especies con probable potencial de fijacién de nitrégeno,
patégenas de plantas y pertenecientes al complejo cepacia.

. o Patégenas de plantas (B. gladioli, B. Burkholderias pertenecientes al
Probables fijadoras de nitrogeno. B ) )
plantarii, B. glumae) complejo cepacia.
Temperatura Tiempo Ciclos | Temperatura Tiempo Ciclos | Temperatura Tiempo Ciclos
. . . . 5 .
94°C 5 minutos 1 ciclo 96°C 2 minutos 1 ciclo 96°C ) 1 ciclo
minutos
94°C 30 segundos 96°C 45 segundos 96°C 1 minuto
60°C 45 segundos ) 63°C 45 segundos ) 63°C 1 minuto )
30 ciclos 35 ciclos 30 ciclos
) ) 15
72°C 1 minuto 72°C 1 minuto 72°C )
minutos
. . . . 10 .
72°C 10 minutos 1 ciclo 72°C 10 minutos 1 ciclo 72°C ) 1 ciclo
minutos
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C. Amplificacién del gen ribosomal 16S.

Se utilizaron los oligonucledtidos universales 27F (Lane y col., 1991) y 1492R (Weisberg
y col., 1991) para amplificar el gen ribosomal 16S. El volumen final de cada reaccion de
PCR fue de 50 uL, se usaron los oligonucleétidos a una concentracion de 30 pmol/uL
afiadiendo 2 pL de cada uno, 5uL de suspension celular, 0.75 yL de dNTPs 2 mM, 0.25
ML de Dream Tag DNA Polymerase (1.25 U), 1X de Dream Taq Buffer (Thermo Scientific)
y 35 uL de agua libre de DNAsas y RNAsas. El programa utilizado se describe en la
Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de amplificacién para el ensayo BOX-PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 minutos 1 ciclo
94°C 1 minuto
58°C 1 minuto 30 ciclos
72°C 1:30 minutos
72°C 10 minutos 1 ciclo

D. Purificacion de los Productos de PCR.

El producto de PCR del gen 16S rDNA de las cepas con potencial a pertenecer al género
Burkholderia fueron visualizados en el gel y luego, se procedié a cortar la banda
correspondiente al tamafio del amplicon (1.4kb aprox.). Posteriormente, se colocé el
fragmento en un tubo Eppendorf de 1.5 mL que fue previamente pesado para saber el
peso del gel que contiene el producto de nuestro interés. Luego, se continué con la
adicion de tres volimenes de Nal 6 M con respecto al peso del gel, se llevé a esta
preparacion a calentamiento a 65°C hasta que el gel se fundié. Se agregaron 10 pL de
suspension de silica, esta preparacion se dejo reposar a temperatura ambiente durante

5 minutos con agitaciones esporadicas para la resuspension de las particulas de silica.
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Después se centrifugo la preparacion para descartar posteriormente el sobrenadante y
conservar la pastilla, ésta se sometio a tres lavados con solucion “New Wash” 1X con
tiempo de centrifugacion de 1 minuto entre cada ciclo de lavado. Finalmente la pastilla
se sometid a proceso de secado retirando la mayor parte posible de liquido y
posteriormente puesto a una temperatura de 37°C durante una hora aproximadamente o
hasta que la pastilla se desprendiera del fondo del tubo. Una vez seca la pastilla se
resuspendio con 50 L de agua libre de DNAsas y RNAsas, se centrifugd por ultima vez
un tiempo de 3 minutos para la posterior separacion del sobrenadante y éste se coloco
en un tubo nuevo y limpio para la posterior medicién de la concentracion de DNA en

NanoDrop (Thermo Scientific).

E. Secuenciacion de productos purificados.

Cada reaccion para la secuenciacion contenia 120 ng de ADN y 10 pmoles del
oligonucledtido, en un volumen de 16 pL. La secuenciacion se llevo a cabo en el Instituto
de Biotecnologia de la UNAM en el departamento de Unidad de Sintesis y Secuenciacion
de DNA (Cuernavaca, Mor.).

F. Analisis de fragmentos secuenciados.

Las secuencias obtenidas del gen ribosomal 16S se compararon a través del
programa BLASTNnN, que contrasta la secuencia de nucleétidos desconocida con una base
de datos de secuencia de nucleétidos mostrando un listado de aquellas que presentan
mayor similitud (Brenner, 1995). Las secuencias generadas por las cepas de estudio, asi
como las de las cepas tipo se alinearon utilizando el programa Clustal X BioEdit

Sequence Alignment Editor version 7.2.5 (Hall, 1999).

G. Construccioén de arbol filogenético con base al gen ribosomal 16S.
El analisis de datos y secuencias se realizo con el programa MEGA version 6.0 (Tamura
y col., 2013) y con él se obtuvieron los arboles filogenéticos con el método de Neighbor-

Joining y un andlisis bootstrap de 1000 repeticiones.
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H. Diversidad genética con base a diversidad nucleotidica.
El calculo de este indice se realizo con el programa DNAsp version 5.10.01 (Librado &
Rozas, 2009) evaluando la variacion entre las secuencias con el valor del indice . Se
evaluaron un total de 47 secuencias con un total de bases de 1287 en los que se
excluyeron los “gaps” de las secuencias obtenidas del gen que codifica para la subunidad

16S ribosomal.

VIl.  Resultados y discusion.

A. Seleccién de cepas con potencial a pertenecer al género Burkholderia
con el uso de los oligonucleétidos Bf y Br.
Partiendo de las 96 cepas con potencial a pertenecer al género Burkholderia, se amplifico
el fragmento esperado de 463 pb utilizando los oligonucleotidos semi-especificos Bf y Br
(Tago y col., 2014). Se obtuvieron 77 cepas con la banda esperada. En la Figura 5

podemos apreciar un gel que nos ejemplifica lo descrito.
H1KB 328 335 336 409 411 416 422

~

e

ekl

250

Figura 5. Productos de PCR de algunas cepas del grupo D donde se aprecia el amplificado del tamafio esperado de 463pb con el
uso de los oligonucledtidos Bf y Br.

Cabe destacar que la afinidad de los oligonucle6tidos Bf y Br tienen aun un margen de
inespecificidad dado que originalmente se estimd posterior a la eliminacién de clonas
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con la metodologia BOX-PCR que serian 64 cepas en total pertenecientes al género, y
de éstas muestras finalmente en seguida de la secuenciaciéon se obtuvieron algunos
amplificados con el peso esperado pero los aislamientos fueron descartados debido a la
identificacion con otros géneros como Acinetobacter, Enterobacter y Pseudomonas
teniendo finalmente un aproximado de 80% de especificidad sobre el género
Burkholderia.

B. BOX-PCR
La amplificacién del DNA bacteriano por esta técnica y la generacion de diferentes
perfiles de amplificacion contribuyd, con base a los patrones generados en el ensayo de
electroforesis, a reducir el nimero de cepas a secuenciar eliminando de esta manera las
posibles clonas y, por lo tanto, un total de 64 cepas fueron seleccionadas para ser
secuenciadas. El criterio de seleccién que se utilizé para considerarlas como clonas fue
el que exhibieran perfiles de bandeo similares y pertenecieran a especies aisladas en el
mismo punto geografico y fuente de origen. En la Figura 5 se observan los diferentes
perfiles de bandeo de las cepas pertenecientes al grupo D y se observa la

heterogeneidad del grupo sin tener perfiles similares.

1Kb 328 335 336 409 411 422 424 425 426 428 432 Agua

Figura 5. BOX-PCR de cepas integrantes del grupo D, en el primer carril se observa el marcador de peso molecular, en cada uno de
los carriles se distingue el nimero de la cepa correspondiente al grupo.

-33-



C. Deteccién de especies pertenecientes al BBC
Las 77 cepas previamente seleccionadas utilizando los oligonucledtidos semi-
especificos Bf y Br, fueron analizadas bajo el protocolo descrito por Mahenthiralingam y
col. (2000) para amplificar un fragmento del gen recA de (1043pb), que evidencia a
especies pertenecientes al BCC. Se obtuvo un total de cuatro cepas positivas para este

ensayo, una de ellas pertenece al grupo Ay las tres restantes al grupo D (Tabla 7).

Tabla 7. Especies identificadas que pertenecen al BCC con el uso de los oligonucléotidos BCR1 y BCR2a

Cepa Sitio Geografico Origen pH Clima

GA10 La Paz Tlaxcolpan Rizosfera maiz (Zea mays) 5.2 Seco/semiseco

D335 Cuetzalan Rizosfera Chile canario (Capsicum 5.54 Célido humedo
pubescens)

D336 Cuetzalan Rizésfera Chile canario (Capsicum 5.54 Célido hiumedo
pubescens)

D411 Cuetzalan Rizésfera Café (Coffea sp.) 4.7 Célido humedo

En la Figura 6 se muestra un gel de tres cepas que nos dieron el amplificado esperado,
estas cepas corresponden a aislamientos del grupo D originario de la regién de
Cuetzalan, para este proceso se utlizaron los oligonucledtidos BCR1 y BCR2a
(Mahenthiralingam y col., 2000). Siendo las fuentes de aislamiento, rizosfera de plantas
de maiz para la cepa GA10, chile canario para las cepas D335 y D336, y café para la
cepa D411. La cepa D411 esta relacionada con B. arboris y el aislamiento de esta
especie se realizd de muestras clinicas de pacientes con fibrosis quistica y muestras
ambientales como en el caso de la cepa tipo B. arboris LMG 24066 que fue aislada por
primera vez en el jardin publico Morris Arboretum en Philadelphia en 1999. (Vanlaere y
col., 2008). Adicionalmente se reporta que B. arboris SL1B1 tiene la capacidad
productora de lipasa que tiene una estabilidad y temperatura 6ptima de 60°C, puede
tener usos de degradacion de lipidos y puede ayudar a disminuir la carga de trabajo en
plantas tratadoras en fuentes de desechos de agua en restaurantes e industrias de

alimentos (Matsuoka y col., 2009).

Las cepas D335 y D336 se encuentran relacionadas con B. stabilis, no existe informacién

respecto a esta especie, solo se reporta como especie perteneciente al BCC.
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La cepa GA10 y que ésta relacionada con GA29 y a su vez estan relacionada con B.
ambifaria fueron aisladas de rizésfera de maiz, en un estudio se ha demostrado la
produccién de agentes volatiles con actividad biol6gica aumentando la produccién de
biomasa en plantas de Arabidopsis thailiana asi como la inhibicion del crecimiento de

dos agentes fungicos patégenos Rhizoctonia solani y Alternaria alternata.

1Kb 328 335 422 424 425 426 428 432 Agua
W Fw .

336 409 411

500pb

250pb

Figura 6. Productos de PCR con el uso de los oligonucleétidos BCR1 y BCR2a que nos facilitan la idendificacion de miembros
pertenecientes al BCC con una banda esperada de 1043 pb. Se muestran miembros del grupo D

Sin embargo, éste resultado no coincidid cuando se generO el arbol a partir de
secuencias del gen ribosomal 16S, siendo otras cepas que se relacionaron con BCC
(Figura 7.), estas cepas fueron GAO1, GA29, estas dos cepas fueron aisladas a partir de
rizosfera de maiz, GB90 y GB94 aisladas de rizésfera de pino, D416 aislada de rizésfera

de ajo.
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64 | Burkholderia territorii LMG 28158T (LK023503)
Burkholderia cepacia(U96927)
Burkholderia seminalis(AM747631)
Burkholderia anthina LMG 20980 (JX986972)
Burkholderia metallica(AM747632)
@ GAOL
74 Burkholderia arboris(AM747630)
® D411
@ D416
Burkholderia lata(NR 102890)

66 Burkholderia pyrrocinia(U96930)
@ GB9
Burkholderia stagnalis LMG28156T (LK023502)
Burkholderia stabilis(AF097533)
@ D335

o5 @ D336

Burkholderia ambifaria(NC 008390)

50 Burkholderia vietnamiensis (AF097534)
55| L Burkholderia cenocepacia(AF148556)
Burkholderia latens(AM747628)
Burkholderia ubonensis(AB030584)

& GBY
Burkholderia difusa(AM747629)
Burkholderia multivorans(Y 18703)
Burkholderia pseudomultivorans(HE962386)

ﬁ Burkholderia glumae(U96931)
Burkholderia plantarii(U96933)

92 Burkholderia gladioli(EU024168)
o p GAOB
o GAO4
GAO2B

65
%— Burkholderia thailandensis(U91838)
76 — Burkholderia mallei (AF110188)

100! Burkholderia pseudomallei(DQ10392)

0.002

Figura 7. Clado perteneciente al complejo cepacia del género Burkholderia. Incluye las cepas trabajadas en este estudio, las cuales se agruparon en
este conjunto de especies. En color azul las cepas identificadas por metodologia PCR y en color rojo identificadas al grupo BCC después de la
secuenciacion.

B. metallica y la cepa GAOl se encuentran relacionadas. La cepaGAOl no fue
identificada con los oligonucledtidos especificos para miembros del BCC. El primer
aislamiento de esta especie se obtuvo del esputo de un paciente enfermo de fibrosis
guistica en 1998 en Estados Unidos de Ameérica (Vanlaere y col. 2008). La cepa GB90
al, se encuentra estrechamente relacionada con B. pyrrocinia, especie potencial uso
biotecnolégico que fue reportada recientemente. Dicha cepa podria usarse como
bioocontrol contra el hongo Trichophyton género causante de infecciones de la piel, al
producir el conocido antifungico denominado pirrolnitrina (Kwak & Shin, 2015). Asi
mismo, existen reportes sobre la inhibicibn de mdultiples patégenos de plantas, en
especifico de la cepa B. pyrrocinia Lyc2, la cual fue aislada a partir de la rizésfera de
tabaco, su actividad antifingica y antibacterial se ha demostrado in vitro para especies
patdgenas de plantas con interés agricola (Wang y col., 2014). Adicionalmente, las cepas
GA10 y GA29 parecen estar estrechamente relacionadas con B. ambifaria de la cual se

conoce como se describié anteriormente la capacidad de inhibir el creciemiento de

-36 -



algunos hongos patégenos de plantas (cacahuates, chicharos, arroz y pastisales) como

Phytium ultimum, Gusarium oxysporum y Sclerotium rolfisii (Chiarini y col., 2006).
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D. Detecciéon de Burkholderia spp. utilizando los oligonucleétidos GB-F

y GBN-2R.
Cuando se utilizé el par de oligonucledtidos GB-F y GBN-2R que amplifican un fragmento
del gen que codifica para la subunidad 16S rRNA cuyo disefio se realizo sobre especies
diazotréficas y especies no diazotroficas relacionadas con un porcentaje mayor o igual
al 97% del genero Burkholderia, (Perin y col., 2006) se obtuvieron 42 cepas para este
ensayo con un producto de PCR con un tamafio de 1025pb, lo que representa que el
55% de las cepas probablemente desempefien un papel en la fijacién de nitrégeno (Fig.
8 y tabla 7). El articulo de referencia reporta con el uso de los oligonucle6tidos GB-F y
GBN-2R la identificaciéon de 111 aislados de 900 iniciales con probabilidad de fijar
nitrogeno, los 111 aislamientos fueron capaces de reducir etileno y fueron positivos a la
PCR con primers para la identificaciéon del gen nifH. La probabilidad de que los
aislamientos de este trabajo puedan tener la habilidad de llevar a cabo este mecanismo
es alta y seria asequible realizar ensayos de reduccion de etileno y la busqueda del gen
nifH. La mayoria de las cepas se ubicaron en el arbol en el clado correspondiente a cepas
con potencial biotecnoldgico a excepcion de las cepas GA2B, GA04, GAO06, identificadas
como B. gladioli en el grupo de patégenas de plantas, y las cepas GA10, D335, D336 y
D411 ubicadas en el BCC con el uso respectivo de los oligonucleétidos especificos para

este grupo.

1Kb 328 335 336 409 411 422 424 425 426 428 432 B.U. Agua

3000pb

2000pb

1500pb

1000pb

500pb

Figura 8. Productos de PCR con el uso de oligunucleétidos GB-F y GBN-2R, la banda esperada es de 1025pb. El nimero en cada
carril corresponde a cada cepa de los aislamientos del grupo D la abreviatura BU; B. unamae, se utilizé como control positivo y en el
ultimo carril agua como control negativo.

- 38 -



Tabla 8. Cepas con probable potencial de fijacién de nitrégeno

Grupo A

Se muestran imagenes de las fuentes de aislamiento de algunos especimenes solo a manera de ejemplo. a) Palma; b)Maiz; ¢) Leguminosa

Cepa Sitio Geogréafico Origen

GAO1 La Paz Tlaxcolpan Riz6sfera maiz (Zea mays)
GA2B La Paz Tlaxcolpan Rizésfera leguminosa (Fabaceae)
GA04 La Paz Tlaxcolpan Riz6sfera maiz (Zea mays)
GAO06 La Paz Tlaxcolpan Riz6sfera maiz (Zea mays)
GA10 La Paz Tlaxcolpan Riz6sfera maiz (Zea mays)
GA29 La Paz Tlaxcolpan Riz6sfera maiz (Zea mays)
GA51B San Miguel Atlapulco Rizésfera de palma (Brahea sp.)
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)

Se muestran imagenes de las fuentes de aislamiento de algunos especimenes solo a manera de ejemplo. a) Pino; b) Bromelias sobre un arbol; c) Un sembradio
de maiz cercano a la laguna de Chignahuapan; d) Helecho.

Cepa Sitio Geogréfico Origen
GB23 Chignahuapan Rizésfera de helecho (Filicopsida)
GB25 Chignahuapan Rizésfera pino (Pinus sp.)
GB33 Chignahuapan Suelo de laguna/maiz (Zea mays)
GB34 Chignahuapan Suelo de laguna/ maiz (Zea mays)
GB42 Chignahuapan Rizésfera de helecho
GB45 Chignahuapan Rizésfera de helecho
GB51 Chignahuapan Rizésfera de helecho
GB53 Chignahuapan Rizésfera de helecho
GB62 Chignahuapan Rizosfera de helecho
GB70 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB81 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB87 Chignahuapan Rizé6sfera de pino (Pinus spp.)
GBIl Chignahuapan Rizé6sfera de pino (Pinus spp.)
GB93 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB99 Chignahuapan Rizésfera maguey (Agave sp.)
GB100 Chignahuapan Rizésfera maguey (Agave sp.)
GB127 Chignahuapan Rizésfera bromelia (Bromelia sp.)
GB130 Chignahuapan Rizésfera bromelia (Bromelia sp.)
GB137 Chignahuapan Rizésfera bromelia (Bromelia sp.)
GB148 Chignahuapan Rizésfera bromelia (Bromelia sp.)
GB148A Chignahuapan Rizésfera bromelia (Bromelia sp.)
GB152 Chignahuapan Rizésfera bromelia (Bromelia sp.)
GB169 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB183 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB190 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB196 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB197 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
GB203 Chignahuapan Rizésfera de pino (Pinus spp.)
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Se muestran especies vegetales de las cuales se obtuvieron algunos aislamientos pertenecientes a este grupo. a) Café (Coffea sp.); b) Chile canario (Capsicum
pubescens); c) Arandano “blueberry” (Vaccinium corymbosum); d) Orquidea.

Cepa Sitio Geogréafico Origen

D328 Cuetzalan Rizésfera Blueberry (Vaccinium corymbosum)
D335 Cuetzalan Rizésfera Chile canario (Capsicum pubescens)
D336 Cuetzalan Rizésfera Chile canario (Capsicum pubescens)
D409 Cuetzalan Rizésfera Café (Coffea sp.)

D411 Cuetzalan Rizésfera Café (Coffea sp.)

D422 Cuetzalan Rizésfera Orquidea (Orchidaceae)

D424 Cuetzalan Rizésfera Orquidea (Orchidaceae)

D425 Cuetzalan Rizésfera Alcatraz (Zantedeschia sp.)
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Patogenas

Burkholderia udeis(AY154367)
Burkholderia sordidis (AF512827)

Burkholderia andropogonis (JX986957)

Burkholderia glathei(U96935)
@ GB130

@ GB127

Burkholderia choica(AY949196)
B137

Burkholderia humi(AY949193)

Burkholderia terrestris(HE981726)

Burkholderia telluris(HE981727)

@ GB196

Burkholderia jiangsuensis(KJ400396)

Burkholderia megalochromosomata JC2949 (KF155693)

Burkholderia gimmiae(JN256678)

100 Candidatus Burkholderia kirkii(AF475063)

Candidatus Burkholderia schumannianae(HQ849124)

Candidatus Burkholderia nigropunctata(AY277698)

Candidatus Burkholderia petitii (JF916923)

99 Candidatus Burkholderia hispidae(HQ849122)

Candidatus Burkholderia rigidae(HQ849120)

Candidatus Burkholderia calva(AY277697)

Candidatus Burkholderia verschuerenii (AY277699)

85 | Burkholderia cordobensis(HG324048)

@ GB25

Burkholderia zhejiangensis(HM802212)

55 Candidatus Burkholderia andogensis(JF916918)

Burkholderia soli(DQ465451)
e Burkholderia caryophylli(AB021423)
— 99 — Burkholderia fungorum(AF215705)
Burkholderia insulsa(KF733462)
* GB87
Burkholderia bryophila(AM489501)
Burkholderia r 1a(AM489502)
Burkholderia rhynchosiae (EU219865)
Burkholderia dilworthii(HQ698908)
Burkholderia phenoliruptrix(AY435213)
Burkholderia graminis(U96939)

GA51B
100 ' Burkholderia terricola(AY040362)
Burkholderia xenovorans(U86373)

92

Burkholderia phytofirmans(AY497470)

@ GB70
— Burkholderia caledonica(AF215704)
50 @ GB81

@ GB23

Burkholderia phymatum(AJ302312)
Burkholderia sabiae(AY 773186)
D433

Burkholderia caribensis(Y17009)
D328

69 | Burkholderia hospita(AY040365)

Burkholderia terrae(AB201285)
74 @ GB100

Burkholderia phenazinium(U96936)

Burkholderia sartisoli(AF061872)

Burkholderia aspalathi VG1C (KC817488)

Burkholderia susongensis L226 (KJ746438)
Burkholderia acidipaludis(AB513180)
Burkholderia sprenti 035)
Burkholderia tuberum(AJ302311)

D409

84

Burkholderia diazotrophica(HM366717)

Burkholderia solisilvae Y-47 (F3772068)

99 Burkholderia humisilvae Y-12 (F3796457)
Burkholderia caballeronis(EF139186)

72 86 Burkholderia kururiensis(AB024310)

Burkholderia denitrificans(GU171384)

Burkholderia nodosa(AY773189)

Burkholderia bannensis(AB561874)

Burkholderia tropica(AJ420332)

Burkholderia unamae(AY 221956)

Burkholderia oxyphila(AB488693)

Burkholderia sacchari (AF263278)

Burkholderia mimosarum(AY 752958)

[ Burkholderia ebumea(JQ692176)
Bu DQ514537)
\_1—|7—Burkholderia heleia(AB495123)
70 Burkholderia silvatlantica(AY965240)
Burkholderia symbiotica(HM357233)

Burkholderia rhizoxinica(AJ938142)
100 L lkholderia endofungorum(AM420302)

53

Ralstonia solanacearum LMG 2299 (EF016361)

—_
0.01

Figura 9. Arbol que destaca las cepas que dieron sefial positiva al ensayo de PCR para detectar a miembros con probabilidad de fijar nitrégeno. Se
muestra Unicamente el clado con potencial biotecnolégico. Las cepas que pertenecen al grupo A (San Miguel Atlapulco y La paz Tlaxcolpan) estan
sefialadas con el cuadrado color verde. Las cepas que pertenecen al grupo B (Chignahuapan) estdn marcados con el rombo color rojo y las cepas
correspondientes al grupo D estan sefialadas con el circulo color azul
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E. Deteccién de especies patdgenas de plantas B. gladioli, B. plantarii y

B. glumae
Bajo la técnica de PCR mudiltiple, utilizando los oligonucléotido especificos glu-FW, glu-
RV, pla-FW, pla-RV, gla-FW y gla-RV (Maeda y col., 2006) se detectaron cuatro cepas
con sefales especificas debido a los pesos esperados de la banda a dos especies en
particular, a B. gladioli y B. plantarii. Tres cepas se correlacionan con B. gladioli basado
en el tamafio del producto de amplificacion y en el arbol filogenético final quedan
estrechamente relacionadas directamente con esta misma especie (Figura 11). La cepa
D424 que presuntivamente pertenecia a la especie B. plantarii con el ensayo de PCR,
después de la secuenciacion se observa que se agrupa en un clado totalmente diferente
guedando muy distante de las patdgenas de plantas e incluyéndose en el clado de las
PBE. A manera de ejemplo se muestra una imagen del gel de la estandarizacion de la

técnica (Figura 10), y las cepas correspondientes al ensayo en la Tabla 8.

100pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000
900

800
700

600

500 o - oW

300

200

Figura 10. PCR para Burkholderias patégenas de plantas especificamente B. gladioli (479pb), B. glumae (527pb) y B. plantarii
(597pb) por medio de PCR muiltiple con 3 pares de primers distintos y una Tm de 63°C. B. gladioli LGM2216 cultivo fresco 1:10 (1);
B. gladioli UAPS07070 cultivo fresco(1:10 (2); B. gladioli LGM2216 DNA total 1:10 (3); B. plantarii LGM9035 DNA total 1:10 (4); B.
gladioli LGM2216 DNA total (5); B. plantarii DNA total (6); B. cepacia DNA total 1:20 (7); Agua(8); B. plantarii LGM9035 cultivo fresco
1:20 (9).
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Tabla 8. Cepas con amplificado positivo para las especies B. plantarii y B. gladioli con el uso de los oligonucleétidos glu-FW, glu-RV,

pla-FW, pla-RV, gla-FW y gla-RV.

Cepa Sitio Geografico Origen Especie
presuntiva
GA2B La Paz Tlaxcolpan Riz6sfera leguminosa ) B. gladioli
GAO4  La Paz Tlaxcolpan Rizosfera maiz (Zea mays) B. gladioli
GAO6 La Paz Tlaxcolpan Rizosfera maiz (Zea mays) B. gladioli
D424 Cuetzalan Rizosfera Orquidea (Orchidaceae) B. plantarii

64 | Burkholderia territorii LMG 28158T (LK023503)
Burkholderia cepacia(U96927)

Burkholderia seminalis(AM747631)
Burkholderia anthina LMG 20980 (JX986972)
Burkholderia metallica(AM747632)

GAO01

74| Burkholderia arboris(AM747630)

D411

D416

— Burkholderia lata(NR 102890)

Burkholderia stabilis(AF097533)

D335
— 96 ' D336
Burkholderia ambifaria(NC 008390)
GA10
54 ' GA29
50 Burkholderia vietnamiensis (AF097534)

Burkholderia cenocepacia(AF148556)
Burkholderia latens(AM747628)
Burkholderia ubonensis(AB030584)

4|7 Burkholderia multivorans(Y18703)
Burkholderia pseudomultivorans(HE962386)

] — Burkholderia glumae(U96931)

Clima

Seco/semiseco
Seco/semiseco
Seco/semiseco
Célido humedo

66 Burkholderia pyrrocinia(U96930)
50 Burkholderia stagnalis LMG28156T (LK023502)

Burkholderia plantarii(U96933)

n 4‘— A GAO06
97

Burkholderia thailandensis(U91838)

76 — Burkholderia mallei (AF110188)

100 | Burkholderia pseudomallei(DQ10392)

0.002

—— A GAO4
cs—— A GA02B

pH

7.3

5.2

5.2
4.97

Altitud
MSNM
2095
2095
2095
1520

Burkholderia gladioli(EU024168)

Figurall. Seccion del arbol filogenético obtenido de secuencias del gen ribosomal 16S que muestran a las especies detectadas como patdgenas de

plantas, en este caso se trata de B. gladioli para las tres cepas que muestran marcadas con triangulo morado delante de cada una de ellas.
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Finalmente, se obtuvo una clasificacién previa de las cepas aisladas gracias al uso de
los oligonucleétidos especificos quedando con un total de 77 cepas como se muestra en
la siguiente Figura 12. Se detalla en porcentaje la agrupacion de las cepas con probable
potencial de fijar nitrdgeno, pertenecientes al BCC, patdgenas de plantas y las restantes
de las cuales se obtuvo el amplificado con los oligonucleétidos Bf y Br con alta
especificidad para el género Burkholderia. El uso de estos oligonucledtidos fue de ayuda
significativa previa a la secuenciacién y tener un panorama general del tipo de cepas en
cuanto a su uso benéfico o su patogenicidad asociada a plantas asi como la relaciéon con
miembros del BCC. Concluyendo en torno a estos ensayos la existencia de estos
oligonucledtidos fueron de gran utilidad pues nos ayudaron a identificar de manera
exitosa a las cepas como pertenecientes al género Burkholderia y esto finalmente

corroborado con la secuenciacién del gen ribosomal 16S.

Cepas clasificadas respecto al uso de
oligonucléotidos especificos.

B Probables fijadoras de nitrégeno M Patogenas de plantas ® BCC Restantes

Figura 12. Gréfica que representa la clasificacion obtenida a raiz del uso de oligonucleétidos especificos para Burkholderias del
complejo cepacia (BCC) (Mahenthiralingam y col., 2000); para especies con probable potencial de fijar nitrégeno GB-F y GBN-2R
(Periny col, 2006).; glu-FW, glu-RV, pla-FW, pla-RV, gla-FW y gla-RV (Maeda y col, 2006) para la deteccion de especies patdgenas
de plantasa partir de 77 cepas.
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Por otra parte se muestra en la Tabla 9 un resumen con los diferentes oligonucleétidos
utilizados asi como los rangos de pH de manera independiente por grupo y el numero

total de cepas secuenciadas.

Tabla 9. Resumen de uso de cebadores especificos y cepas secuenciadas.
APB APFN BCC PP Secuenciadas CPS Rangos pH

Grupo A 33 7 1 3 12 7 53,73

Grupo B 50 29 0 0 38 29 4.81-5.77

Grupo C 0 0 0 0 0 0 =

Grupo D 10 3 1 11 10 4.7 - 6.25

Grupo E 3 0 0 0 3 0 51-57
Total 96 44 4 4 64 47

APB: Aislamientos presuntivos de pertenecer al género Burkholderia.

APFN: Aislamientos con probabilidad de fijar nitrégeno.

BCC: Burkholderias pertenecientes al complejo cepacia.

PP: Patégenas de plantas.

CPS: Aislamientos confirmados por secuenciacién de pertenecer al género Burkholderia.

F. BOX-PCR de mismas fuentes de aislamiento y diferentes situaciones
geogréficas.
En los aislamientos se observd que en el caso de las fuentes de aislamiento existieron
aislamientos mudltiples a partir de una sola fuente de aislamiento y con diferentes

ubicaciones geogréficas.

En el caso de cepas que se encontraron en la misma fuente de aislamiento se realizé la
técnica de BOX-PCR para elucidar los polimorfismos de DNA y determinar la posibilidad
de que se trate de la misma cepa a pesar de ser aislada en diferente localizacion
geografica. Las fuentes de origen vegetal a partir de las cuales se obtuvieron mas de dos

cepas fueron; maiz, helecho, pino, orquidea, bromelia, chile, café y maguey.

A continuacién se vincularan las posiciones de las cepas aisladas en el arbol y los
ensayos de BOX-PCR en las fuentes de aislamiento donde se encontraron dos o mas
cepas y se describen los reportes existentes de las cepas con las que se encuentran
relacionadas en la figura 20.

Maiz

Como antecedente en maiz se han estudiado en medios de cultivo libres de células
procedente de B. cepacia MBpl en germinacion de granos, el efecto de este medio de

cultivo se observa en el incremento de biomasa, en el tamafio de los brotes y
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principalmente en el sistema radicular de las plantulas tratadas con el medio de cultivo
libre de células. (Hernandez-Rodriguez y col., 2010). Se reportan aislamientos de
Burkholderia spp. y que ademas pertenecen al BCC en maiz en ltalia, se reportan 3

especies B. cenocepacia, B. ambifaria y B. pyrrocinia (Alisi y col., 2005)

Se muestran en el siguiente orden tanto el patron de bandeo en gel de agarosa (1.5%)
a partir de la técnica de BOX-PCR como su tabla correspondiente en las figuras 12-18 y
tablas 10-17.

1Kb GA01 GA02B  GAD4 GAO6 GA10 GA29 GA51B GA33 GA34 =3
- <

Figura 12. . BOX-PCR de cepas aisladas en rizosfera de maiz (Zea mays).

En la Figura 12, se observan cinco diferentes patrones de bandeo, mostrando la variedad
de cepas en la muestra obtenida a partir del terreno destinado al cultivo agricola de maiz
en La Paz Taxcolpan que cuenta con un pH acido. Existe diferencias con respecto al
patron de bandeo que muestran las cepas aisladas en las diferentes localidades. La
similitud de los patrones de bandeo sefialada dentro de los rectangulos es indicativo que
los aislamientos pueden ser la misma cepa. En el caso de las cepas GA02B, GA04 y
GAO06 estan identificadas molecularmente como B. gladioli, con el uso de
oligonucledtidos especificos para la identificacion de esta especie (Maeda vy col., 2006),
distinguiéndose la especificidad de dichos oligonucleétidos y comprobada también su
identificacion cuando su secuencia fue sometida a BLAST con un 99% de identidad a
esta especie y se ve reflejada en el agrupamiento de estas tres cepas con la misma

especie mencionada anteriormente en la Figura 20
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Tabla 10. Cepas aisladas de rizésfera de maiz (Zez mays).

Cepa Sitio geografico Clima pH Altura
GAO01 La Paz Taxcolpan Seco/semiseco 52 2095
GA2B La Paz Taxcolpan Seco/semiseco 53 2095
GA06 La Paz Taxcolpan Seco/semiseco 5.2 2095
GA10 La Paz Taxcolpan Seco/semiseco 5.2 2095
GA29 La Paz Taxcolpan Seco/semiseco 5.2 2095
GAS51B San Miguel Atlapulco Seco/semiseco 7.3 1660
GB33 Chignahuapan Templado subhumedo 6.05 2290
GB34 Chignahuapan Templado subhimedo 6.05 2290

Helecho

kb ©B23 GB42 [GBA5 | cB51[ GB53  GBe2| - )

.

Pree

Figura 13. BOX-PCR de cepas aisladas en rizosfera de helecho (Filicopsida)

En la Figura 13 se observan patrones de bandeo diferentes, la variedad segun estos
patrones es heterogénea en su totalidad para el caso de los aislamientos provenientes
de rizésfera de helecho todos de originarios de Chignahuapan, aunque en el grupo A
existian aislamientos, no fueron identificados como Burkholderia. Los valores de pH
observados, 5.51 en cinco cepas y solo en una cepa con un pH 4.81, (Tabla 10). Por otro
lado, se observa una serie de patrones similares, en las cepas GB45, GB53 y GB62, los
cuales se observan agrupados dentro del mismo grupo filogenético en la figura 20
relacionadas ademas junto con las cepas GB190, GB152 y GB203 que a su vez se
relacionan con B. sediminicola, esta especie fue aislada en sedimento de agua (Limy
col., 2008). La cepa GB23 podria ser una nueva especie debido a su posicion en el arbol

filogenético en la figura 20
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El resto de las cepas se agrupé en el clado de las especies PBE, se observa ademas
gue probablemente puedan fijar nitrégeno debido a la obtencion de la banda esperada
con los oligonucledtidos GB-F y GBN-2R (Perin y col, 2006) restaria desarrollar técnicas

especificas para evidenciar este potencial.

Tabla 11. Cepas aisladas de rizésfera de helecho (Filicopsida)

Cepa Sitio geogréfico Clima pH Altura
GB23 Chignahuapan Templado subhimedo 481 2290
GB42 Chignahuapan Templado subhiumedo 5.51 2290
GB45 Chignahuapan Templado subhumedo 5.51 2290
GB51 Chignahuapan Templado subhimedo 551 2290
GB53 Chignahuapan Templado subhimedo 5,51 2290
GB62 Chignahuapan Templado subhimedo 5.51 2290
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Figura 14. BOX-PCR de cepas aisladas en rizésfera de pino (Pinus sp.), para éste caso en particular todas las cepas corresponden

a aislamientos del grupo B.

Se observan los aislamientos obtenidos a partir de rizésfera de pino (fig. 14). Es notable
gue ninguno de los 14 patrones de bandeo se repiten indicandonos que existe una gran
variedad de colonizacién por parte de Burkholderias en pino. La totalidad de las cepas
fueron aisladas de muestras provenientes de Chignahuapan, la mayoria de las muestras
fueron identificadas como probables potenciales fijadoras de nitrégeno con el uso de los
oligonucledtidos GB-F y GBN-2R (Perin y col, 2006) a excepcién de las cepas GB90 y
GB94 que se relacionaron ademas en el de las BCC. El valor de pH es muy cercano con
dos unicos valores 5.21 y 5.18 teniendo un total de muestras de siete para cada uno de
los valores de pH (Tabla 11). Por otro lado, en la figura 20 se observa la relacién
flogenética de las cepas GB70 y GB81 con B. phytofirmans. En la literatura, esta
reportada la cepa B. phytofirmans PsJN, la cual es capaz de incrementar tanto el tamafio
de los brotes como el crecimiento de raices en papas (Kurepin y col., 2015). Esta misma
cepa es utilizada experimentalmente incrementando en 50% la produccion de biomasa
en ensayos in vitro de Panicum virgatum conocido como pasto varilla, conocido y
clasificado como un buen candidato para la produccion de bioenergéticos (Kim y col.,
2012) como etanol, butanol, la combustion directa, y produccion sintética de gases
(McLaughlin & Kszos , 2005). Cabe destacar que la cepa B. phytofirmans PsJN,fue
aislada en 1991 de un sembradio de cebollas contaminado con el hongo micorrizico
Glomus vesiculiferum tiene como hospederos a diversos especies vegetales tales como:
Allium cepa, Solanum spp. y Oryza sativa, ademas de que también ha sido demostrada

su actividad antifangica contra Botytris cinerea que infecta plantas productoras de uva
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ocasionando la pudricién de la fruta, por otro lado, esta cepa ayuda al incremento del

tamano de estas mismas plantas a bajas temperaturas (Suarez-Moreno y col., 2012).

En el caso de la cepa GB90, ubicada filogenéticamente con base al gen 16S rDNA en el
BCC se realaciond estrechamente con a B. pyrrocinia. Existen reportes sobre la co-
inoculacion esta cepa con Methylobacterium oryzae CBMB20 y B. pyrrocinia CBPB-
HOD, produciendo un incremento en la absorcion de nutrientes en plantas de tomate,
pimienta roja y arroz. Ademas, se observa un incremento en los niveles de las enzimas

ureasa, nitrogenasa, y fosfatasa en suelo.

Asi mismo, ha sido reportado la actividad antifungica (Biocontrol) de B. pyrrocinia, en
especifico la cepa JK-SHOQ7 es capaz de inhibir el crecimiento de tres hongos patégenos
(Cytospora chrysosperma, Phomopsis macrospora y Fusicoccum aesculi) de los arboles
comunmente conocidos como alamos que pertenecen al género Populus. esta
enfermedad denominada “poplar canker” afecta los tallos de éstos arboles teniendo un
impacto significativo debido al uso que tienen estos arboles en la produccién de fibras,
produccion de energia y estabilizacion del suelo. Esta cepa evidencio su potencial en la
supresion de los tres agentes fungicos causantes de la “poplar canker” aunado a la

capacidad de promover el crecimiento de estas plantas (Reny col., 2011).

La cepa GbB25 se encuentra relacionada con B. cordobensis, la cepa tipo B. cordobensis
LMG 27620 fue aislada a partir de suelo de uso en agricultura en la provincia de Cérdoba
en Argentina. Esta cepa contiene un cluster de genes relacionados con la quimiotaxis
hacia compuestos cloronitroaromaticos ademas de la degradacién de estos compuestos
y se han encontrado un par de cepas mas que comparten este cluster de genes; B.
cordobensis Y123 y Burkholderia sp. SJ98 (Pandey y col., 2012; Kumar y col., 2013).
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Tabla 12. Cepas aisladas de rizosfera de pino (Pinus sp.).

Orquideas

Cepa Sitio geografico Clima pH Altura
GB25 Chignahuapan Templado subhimedo 5.21 2290
GB70 Chignahuapan Templado subhumedo 5.18 2290
GB81 Chignahuapan Templado subhimedo 5.18 2290
GB87 Chignahuapan Templado subhimedo 5.18 2290
GB90 Chignahuapan Templado subhimedo 5.18 2290
GB93 Chignahuapan Templado subhumedo 5.18 2290
GB94 Chignahuapan Templado subhimedo 5.18 2290
GB169 Chignahuapan Templado subhimedo 5.21 2290
GB183 Chignahuapan Templado subhimedo 5.21 2290
GB190 Chignahuapan Templado subhumedo 5.21 2290
GB196 Chignahuapan Templado subhumedo 5.21 2290
GB197 Chignahuapan Templado subhumedo 5.21 2290
GB203 Chignahuapan Templado subhimedo 5.21 2290

Como antecedentes de aislamientos de Burkholderia spp. en orquideas se tiene
conocimiento de B. andropogonis que se encuentra afectando a diversas especies de
estas plantas causando un punteado color negro u obscuro sobre las hojas. (Takahashi
y col., 2004). Se ha reportado el aislamiento de B. gladioli en Hawaii en orquideas

causando un punteado que va de los colores verde-oscuro a café. ( Keith y col., 2005)

1Kb GB127 GB130 D422 D424 (-)

e

Figura 15. BOX-PCR de cepas aisladas en rizésfera de orquidea (Orchidaceae) Se observan dos patrones iguales y estan

encerrados en el rectangulo negro
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Se muestran en la Figura 15 los cuatro aislamientos obtenidos a partir de rizosfera de
orquideas, se tienen dos patrones similares lo que presuntivamente podria tratarse de la
misma cepa, estos aislamientos provienen de Chignahuapan y corresponden a las cepas
GB127 y GB130. Los dos patrones restantes son originarios de muestras de rizésfera de
orquideas resultantes de Cuetzalan. Las cuatro cepas cuentan con la posibilidad de
poder fijar nitrégeno, resultado del uso de los oligonucleotidos GB-F y GBN-2R (Perin y
col., 2006). En la ubicacién del arbol se observa relacion de estas cepas con las especies
PBE y en relacién con B. glathei

Tablal3. Cepas aisladas de rizésfera de orquidea (Orchidaceae).

Cepa Sitio geogréafico Clima pH Altura

GB127 Chignahuapan Templado subhimedo 5.77 2290

GB130 Chignahuapan Templado subhimedo 5.77 2290
D422 Cuetzalan Célido hiumedo 4.97 1520
D424 Cuetzalan Célido humedo 4.97 1520

Bromelias

1Kb  GB137 [CBTIBA ©OB148] GB152 ( - )

E g 3

Figura 16. BOX-PCR de cepas aisladas en riz6sfera de bromelia (Bromelia sp.).

Los patrones de bandeo de las cuatro muestras aisladas a partir de rizésfera de

bromelias se muestran en la Figura 16, y dichos aislamientos son procedentes de

Chignahuapan. Se obtuvieron en total tres genotipos. En el caso de las cepas GB148 y

GB148A se observa el mismo patrén de bandeo, esto es indicativo de ser la misma cepa,

esto puede ser confirmado en la Figura 20, estas cepas se ubican en un grupo

monofiletico comprendido por cepas aisladas en este estudio y estan comprendidas por
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las cepas GB33, GB34 aisladas de rizésfera de maiz y pH de 6.05, GB42 aislada de
rizosfera de helecho y pH de 5.51, GB197aislada de rizésfera de pino y pH de 5.21 y
D424 aislada de rizésfera de orquidea y pH de 4.97, las cuales estan relacionadas con
B. ginsengisoli esta especie fue reportada por primera vez en Korea del Sur en 2005 por
An y col. y fue aislada del suelo cercano a un campo de siembra de ginseng y por este
motivo es que recibe su nombre (Kim y col., 2006). La cepa GB152 esta relacionada con
la especie B. sediminicola y con esta especie hay otras cepas relacionadas que ya se
mencionaron en la seccion de BOX-PCR en helecho, ademéas la cepa GB137 se
relaciona con B. choica la cepa tipo LMG22940 fue aislada en Holanda en suelo
rizosférico de pastizales temporales en 2003 (Vandamme y col., 2013). Las cuatro cepas
guedan agrupadas en el clado de especies PBE. Ademas cuentan con la el probable
potencial de fijar nitrégeno, resultado del uso de los oligonucleotidos GB-F y GBN-2R
(Perin y col., 2006), se tienen que hacer ensayos especificos para asegurar este

potencial.

Tabla 14. Cepas aisladas de rizésfera de bromelia (Bromelia sp.).

Cepa Sitio geogréafico Clima pH Altura
GB137 Chignahuapan Templado subhumedo 5.77 2290
GB148 Chignahuapan Templado subhimedo 5.77 2290

GB148A Chignahuapan Templado subhumedo 5.77 2290
GB152 Chignahuapan Templado subhimedo 5.77 2290

Chile

1Kb D335 D336 (- )

Figura 17. BOX-PCR de cepas aisladas de rizésfera de chile canario (Capsicum pubescens).
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La Figura 17 muestra los patrones de bandeo de las dos muestras aisladas a partir de
rizosfera de chile canario, ambas muestras son originarias de la region de Cuetzalan. Se
observo el mismo patrén de bandeo, y al correlacionarlo con el arbol filogenético, se
corroboré que es misma cepa (Figura 20). No existen reportes de aislamientos de
Burkholderias en especies de chile en México.

La relacion de estas cepas en la Figura 20 es con Burkholderia La fuente de aislamiento
de esta cepa fue de pacientes con fibrosis quistica de muestras de esputo, pacientes que
no padecen fibrosis quistica en muestras de sangre, oido y tracto respiratorio, ademas
de muestras ambientales hospitalarias. El primer aislamiento de la cepa tipo B. stabilis
LGM 14294 fue realizado del esputo de un paciente con fibrosis quistica en Bélgica en
1993 (Vandamme y col., 2000). Las dos cepas quedan agrupadas en el clado de
especies patdgenas en el BCC. Ademéas cuentan con la posibilidad de poder fijar
nitrégeno, resultado del uso de los oligonucleétidos GB-F y GBN-2R (Perin y col., 2006)

se tienen que hacer estudios especificos para evaluar esta capacidad.

Cuadro 15. Cepas aisladas de rizésfera de chile canario (Capsicum pubescens).

Cepa Sitio geogréfico Clima pH Altura
D335 Cuetzalan Calido himedo 5.54 1619
D336 Cuetzalan Célido humedo 5.54 1619
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CAFE

1

D409 D411 (- )
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Figura 18. BOX-PCR de cepas aisladas en rizésfera de café Café (Coffea sp.).

A partir de rizésfera de café, dos aislamientos bajo la técnica de BOX-PCR presentaron
patrones de bandeo diferentes, ambas muestras son originarias de la regién de
Cuetzalan (Figura 18). El patron de bandeo distinto indica que son cepas diferentes, lo

cual se confirma en la Figura 20.

La cepa D411 esta agrupada con las especies pertenecientes al PBE y tiene relacién con
B. arboris, el aislamiento de esta especie se ha realizado en muestras clinicas de
pacientes con fibrosis quistica y muestras ambientales como en el caso de la cepa tipo
B. arboris LMG 24066 (Vanlaere y col., 2008). Por otra parte B. arboris SL1B1 tiene la
capacidad productora de lipasa que tiene una estabilidad y temperatura 6ptima de 60°C,
puede tener usos de degradaciéon de lipidos y puede ayudar a disminuir la carga de
trabajo en plantas tratadoras en fuentes de desechos de agua en restaurantes e
industrias de alimentos (Matsuoka y col., 2009), ademas fue aislada de bamboo
(Phyllostachys edulis) en un estudio sobre diversidad de especies del BCC en plantas de
bamboo en China (Lou y col., 2011). La cepa D409 se agrupa en el clado de especies
PBE relacionandose con las especies B. susongensis, B. acidipaludis, B. sprentiae y B.
tuberum. La especie B. susongensis fue aislada de la superficie erosionada de la roca
micacita en susong en China la cepa tipo es la JCM30231. (Gu y col., 2015). La cepa
tipo B. acidipaludis SA33 fue aislada en la planta acuatica Eleocharis dulcis originaria de
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Vietnam y de la cual sus bulbos son comestibles, cabe destacar que esta planta crece
de forma exuberante en un pantano con un pH de 3 (Aizawa y col., 2010). La cepa tipo
de B. sprentiae LMG 27175 fue aislada de los nodulos de raices de la leguminosa
Lebeckia ambigua perene en el cabo occidental de Sudéfrica en 2007, esta especie es
capaz de fijar nitrégeno en la planta L. ambigua y L. sepiaria (De Meyer y col., 2013). Por
altimo la cepa B. tuberum LMG 21444 fue aislada de nddulos de raices de la leguminosa
tropical Aspalatus carnosa originaria de Sudafrica (Vandamme y col., 2002). Las cepas
D409 y D411 son probables fijadoras de nitrogeno resultado del uso de los
oligonucledtidos GB-F y GBN-2R (Perin y col., 2006), se tendrian que realizar pruebas

especificas para comprobar este potencial.

Se han reportado aislamientos de especies Bukholderia unamae (Perin y col., 2006), B.
kururiensis y B. viethamiensis (Estrada-de-los-Santos y col., 2001) en plantas de café.

La tabla 15 muestra los datos correspondientes de este grupo de aislamientos.

Tabla 16. Cepas aisladas de rizdsfera de café (Coffea sp.).

Cepa Sitio geografico Clima pH Altura
D409 Cuetzalan Calido humedo 4.7 1597
D411 Cuetzalan Calido humedo 4.7 1597
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MAGUEY

1Kb GB89 GB100 ( - )

Figura 19. BOX-PCR de cepas aisladas de rizésfera de maguey.

Las dos muestras aisladas a partir de rizosfera de maguey originarias de la region de
Chignahuapan, muestran diferentes patrones de bandeo (Figura 19), lo que indica que
son cepas distintas y se confirma en la Figura 20 la cepa GB100 se relaciona con
Burkholderia terrae, la cepa tipo B. terrae KCTC 12388 fue aislada del suelo de bosque
cubierto de hojas en Daejeon en Korea del Sur (Yang y col., 2006). La cepa GB99 podria
ser una especie nueva, queda agrupada en el clado de las especies PBE. La Tabla 16
muestra los datos correspondientes de este grupo de aislamientos Las dos cepas son
probables fijadoras de nitrégeno resultado del uso de los oligonucleétidos GB-F y GBN-
2R (Perin y col., 2006) y se ubican en el clado de especies PBE. Existe un reporte en

México de aislamiento de Burkholderia spp. en maguey por Vacaseydel Aceves, 2012

Tabla 17. Cepas aisladas de rizésfera maguey (Agave sp.).

Cepa Sitio geografico Clima pH Altura
GB99 Chignahuapan Templado subhimedo 5.88 2290
GB100 Chignahuapan Templado subhimedo 5.88 2290
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Figura 20. Arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor Joining con el modelo de sustitucién Jukes-Cantor y Bootstrap de 1000 repeticiones
para secuencias parciales del gen ribosomal 16S del género Burkholderia.Enraizado con Ralstona eutropha H16. EI nimero en cada rama es el valor
de bootstrap. En verde el clado de Burkholderia asociadas a plantas, benéficas y ambientales (PBE), en color rojo el clado que incluye a especies
patégenas.
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Existen otras relaciones que no se han mencionado en este escrito como la cepa GB196
gue se relaciona con B. jiangsuensis y se tiene el reporte de una cepa de esta especie
gue es capaz de degradar al pesticida llamado metil-paration en una zona de desechos
donde formalmente se fabricaba este producto en la provincia de Jiangsu en China, la
cepa GB196 esta ubicada en el clado de las especies PBE y se puede observar en la
Figura 20 (Liu y col., 2014).

La cepa GA51B se encuentra relacionada con B. terricola, la cepa tipo B. terricola LMG
20594 fue aislada en suelo de uso en agricultura en Pittem, Belgica a una profundidad
de 30 a 60 cm (Goris, y otros, 2002).

La cepa GB81 esta relacionada con B. caledonica, la cepa tipo B. caledonica LMG 19076

fue aislada en Edimburgo, Inglaterra a partir de suelo rizosférico (Coenye y col., 2001)

La cepa GB87 que se encuentra relacionada con las, B. insulsa y B. fungorum, y en el
clado de las especies PBE. Existe un reporte, en el que describe que la cepa B. fungorum
JC3 fue aislada en un sembradio de arroz que por muchos afios fue utilizado como
tiradero de materiales electronicos para su reciclaje y esta contaminado con metales
pesados. La cepa B. fungorum JC3 demostré que tiene capacidad para secuestrar
cadmio, direccionando mas investigaciones para que pueda ser utilizada en la
recuperaciéon de cadmio significando la biorremediacion de suelos contaminados con

este metal (Jun-hui y Hang, 2010).

En otro estudio, la cepa B. fungorum FLU100 fue estudianta debido a su capacidad de
degradar fluorobenceno, un compuesto aromatico con usos en la industria, como
pesticida, solvente o incluso como precursor de algunos farmacos(Strunk y Engesser ,
2013).

Otro ejemplo es la cepa B. fungorum UFLA 04-155, la cual promueve el crecimiento de
plantas de frijol, incrementando el peso seco de brotes y nodulos, asi como, el contenido
foliar de los elementos P, Mg, Cu, Fe, K, Ca, S, y Zn y ademas, estimul6 la nodulacion

de la comunidad nativa de rizobias (Oliveira-Longatti y col., 2015).

Las cepas GB169, y GB183 estan relacionadas con Burkholderia xenovorans, y la cepa

LB400 como ya se menciond anteriormente es considerada como una de las méas
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importantes degradadoras de bifenilos policlorados (PCB) degradando mas de 20
compuestos relacionados a los PCB y que fue aislada de suelo contaminado con
policlorobifenil en New York por un grupo de investigacion de General Electric, hasta el
momento no existen evidencias de haber sido aislada esta especie en pino (Bedard y
col., 1986).

La diversidad de Burkholderia spp. se ve reflejada directamente en el arbol filogenético
gue se muestra en la Figura 20 donde el agrupamiento de nuestras cepas es concordante
con las secuencias de cepas tipo del gen ribosomal 16S, lo esperado en torno a los
aislamientos era la identificacién de cepas que pertenecieran al género Burkholderia y
los resultados fueron positivos pues finalmente se obtuvieron 47 cepas ya identificadas
como Burkholderia spp. Se necesitan procesos de taxonomia polifasica en el que se
evallen algunas pruebas metabdlicas asi como el contenido de acidos grasos en suma
con el andlisis bioinformatico de genes de mantenimiento para mejorar la resolucién

filogenética y llegar a nivel de especie.

Este trabajo tiene ventajas sobre el nimero de cepas aisladas en comparacion con un
trabajo similar generado en el estado de Tamaulipas por Vacaseydel-Aceves en 2012
donde se inici6 con un aproximado de 1500 muestras presuntivas de pertenecer al
género y de las cuales solo 5 cepas fueron confirmadas como Burkholderia spp. Ademas
los aislamientos procedian de fuentes como el maiz y maguey y se identificaron a estas
5 especies como B. gladioli y miembros del BCC.

La variedad de cepas obtenida en este estudio es sustancial, la mayor variedad se
encontré en las muestras rizosféricas de pino con un total de 14 cepas distintas con clima
templado subhumedo y pH de 5.18 - 5.21, segundo lugar las muestras de rizésfera de
maiz con 5 cepas diferentes y fueron aisladas en los climas seco-semiseco, templado
subhimedo con valores de pH de 5.2 — 7.3, y en tercer lugar con 4 cepas distintas las
muestras rizosféricas de helecho, estas muestras provienen de clima templado

subhumedo con valores de pH de 4.81 — 5.51.

El pH de la fuente de aislamiento se observé que tuvo una variacion muy amplia que va
desde 4.7 hasta 7.3. Los valores de pH con el mayor numero de aislamientos en el rango

de 5.1-5.5 con un total de 27 aislamientos, seguido por el rango de pH 6.1-6.5 con un
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total de 12 cepas aisladas y teniendo el rango con menor nimero de aislamientos se
tienen los valores de pH que van de 6.1-6.5 (Figura 21.) Caballero-Mellado y col. En 2004
obtuvieron aislamientos de B. unamae en suelos cuyo pH oscilaba entre 4.5y 7.1 Se
demostré que el género Burkholderia tiene una amplia tolerancia a ambientes con valores
de pH &cidos teniendo ventajas de crecimiento en suelos con caracteristicas acidas y no

en suelos con valores de pH alcalinos.

Nuimero de aislamientos en funcién del pH.
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Figura 21. Gréfico que representa el niUmero total de aislamientos respecto al pH.

Finalmente el resultado de obtencion del cepario de Burkholderia spp. fue en su totalidad
de rizésfera de diversas especies de plantas, aunque se tomaron muestras de dos
cuerpos de agua y se han reportado especies como B. sediminicola (Lim y col., 2008),

en este estudio no se obtuvieron cepas que pertenecieran a éste género.

Laregion del Pico de Orizaba tiene un clima frio y dado que Burkholderia spp. es mesofila
puede estar relacionado con la nulidad de aislamientos. Por otra parte la baja humedad
en la region de la biosfera Tehuacan-Cuicatlan podria ser un factor para que no se hayan
encontrado aislamientos de Burkholderia spp.
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G. Diversidad genética calculada con base a la diversidad nucleotidica
().

Con los alineamientos previamente obtenidos con el programa MEGA 6.0 (Tamura, y
col., 2013) y la herramienta DNAsp (Librado & Rozas, 2009) se calcul6 del polimorfismo
del DNA “11” (Nei, 1987) se obtuvieron que para el grupo A 11= 0.02205 +0.00696, para
el grupo B 1m=0.03031 + 0.00197, para el grupo D 1m=0.03098 + 0.00301y los tres grupos
evaluados en conjunto m=0.03287 +0.00110 y se encuentran resumidos en la tabla 18.

Tabla 18. Diversidad nucleotidica calculada por grupo, se muestran ademas los valores de 1 del grupo A vs grupo B, grupo A vs

grupo D y grupo B vs grupo D asi como el valor de 1 que comprende un total de 47 secuencias.

Grupo B Grupo D n Patégenas No patégenas

0.03308 0.03019 0.02205 +0.00696 12.7% 2.1%

0.03143 0.03031 + 0.00197 6.3% 59.5%
0.03098 + 0.00301 8.5% 10.6%
General 0.03287 +0.00110 27.5% 72.1%

La mayor diversidad de entre los grupos corresponde al grupo D y el grupo con la menor
diversidad es el grupo A, en un andlisis mas generado por la identidad de las secuencias
obtenidas en este estudio se observé que se tiene una identidad del 93.3% 3.7 entre
las muestras, asi mismo se tienen secuencias con la mayor identidad con un valor del
99.9% y por otra parte las secuencias con el menor valor de identidad tienen un valor del
89.24%.

Se puede por los valores cercanos a cero y aunado a la barra de distancia que aparece
en la figura 20 barra es representacion de la sustitucion nucleotidica por unidad de
distancia y con respecto al tamafio de las ramas se puede concluir que la diversidad
genética para el locus evaluado es muy baja. Se distingue asi la relacion estrecha de
este género evaluando Unicamente para el locus 16S rRNA y se hace evidente la
necesidad de pruebas de taxonomia polifasica para poder tener una mayor resolucion

filogenética.

Es importante recordar que la diversidad es una propiedad que observamos acerca de

las comunidades microbianas y es una medida que se obtiene por indices estadisticos y

esta medida nos permite desarrollar hipétesis acerca de los mecanismos que vuelven a
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las comunidades bacterianas dinamicas. Un reto inherente es que no existe un un valor

universal y absoluto de diversidad para una comunidad dada (Shade, 2016).

La evaluacion de la diversidad genética en este caso el valor de 11, se ha utilizado
ampliamente desde que se dio a conocer por Nei en 1987 hasta la fecha en diversos
estudios, en algunos de ellos se toman en cuenta para la evaluacion de estos valores
mas de un locus y poder finalmente dar una conclusién de la diversidad genética de los
microorganismo de interés (Fong, y col., 2015 Bimolata y col. 2015; Aguilar-Melendez ,
y col., 2009).

La diversidad por grupo se ve confirmada en la figura 22 donde se distingue la
distribucion de las cepass en el arbol tanto del grupo B y el grupo D que son los que
tienen los valores més altos del indice de diversidad y el grupo A se distingue agrupado
casi en su mayoria en un grupo monofilético en la parte inferior del arbol generado a

partir de las secuencias obtenidas a partir de la coleccion de cepas de éste proyecto.

96| M GB148
100 H GB148A
87 W GB42
A D424
W GBY3
75 5 i G.Bs3
100 GB34

W GB169
o mceiss
A D409
’7 A D433
A D328
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H GB100
o3 A D422
%8 A D425
W GB23

64
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4&1,—(:. GB196
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68 L m GB130
——————MGBYM
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100 l: @ GAO4
@ GA06

0.005

Figura 22. Arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor Joining con el modelo de sustitucién Jukes-Cantor y Bootstrap de 1000 repeticiones
para secuencias parciales del gen ribosomal 16S rDNA de cepas aisladas en este proyecto. Se distingue el grupo A por el circulo morado, el grupo B
por el cuadro verde y el grupo D por el triangulo rojo.
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VIII.

Conclusiones

Se identificaron especies pertenecientes al género Burkholderia a partir de los
aislamientos realizados en el estado de Puebla

La presencia del género Burkholderia en el Estado de Puebla para este estudio
se limit6 a las regiones con climas y tendencia a pH acido para la mayoria de los
aislamientos de La Paz Tlaxcolpan, San Miguel Atlapulco (grupo A),
Chignahuapan (grupo B), Cuetzalan y Tlatlauquitepec (grupo D).

El uso de los oligonucleétidos Bf y Br, ayudaron sustancialmente a la seleccién de
cepas con potencial de pertenecer al género Burkholderia.

Se obtuvo un total de 47 Burkholderia spp. con baja diversidad genética para el
marcador molecular del gen que codifica la subunidad 16S ribosomal.

Se genero el arbol filogenético que concuerda con lo reportado en la bibliografia.
Los hospederos con mayor niumero de especies aisladas fueron; pino, maiz y
helecho.

Segun la huella genética obtenida mediante BOX-PCR el hospedero con mayor
variedad de cepas es el pino.

Existen cepas en este estudio con potencial de ser nuevas especies.

Perspectivas

1. El estudio puede ser complementado secuenciando genes de mantenimiento

para comprender aiin mejor las relaciones de este género con la taxonomia actual
a nivel de especie

Estudiar el posible rol que desempefian las especies obtenidas con los
hospederos que debera ser abordado con técnicas especificas para determinar
su potencial uso biotecnolégico.

Las posibles nuevas especies deberan ser sometidas a estudios de taxonomia

polifasica.
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ANEXO | (SECUENCIAS).
>GAO01

TCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATA
CCGCATACGATCCACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGAT
CAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTCTGCTCTAATACAGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
TGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAAT
CCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>GA02B

CAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACG
ATCCATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTG
GTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTGAGGGCTAATATCCTTCGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGC
AGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCA
TTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGA
TTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCTTGGAGAGATCTGAGGGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGAATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAA
CCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>GA04

AACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGATCCATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGT
AGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCA
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTGAGGGCTAATATCCTTCGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACGGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCG
AAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGG
GATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGA
TGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCTTGGAGAGATCTGAGGGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCA
GAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAAC

>GA06

TCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATA
CCGCATACGATCCATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGAT
CAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTGAGGGCTAATATCCTTCGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
TGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
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ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCTTGGAGAGATCTGAGGGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAA
TCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGG

>GA10

CGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCA
TACGATCCACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAG
CTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGCCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGA
AGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGG
ATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGAT
GTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCA
GAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>GA29

TGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGA
TTAATACCGCATACGATCCACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCG
ACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCT
GATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGCCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATA
AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAA
ATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATA
CCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAG
TTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAG
CTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
TCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAG

>GA51B

GGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATAC
GCTCTGCGGAGGAAAGCGGGGGCTCCTTCGGGACCTCGCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAG
CTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCAGCCCTAATACGGCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGC
TTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGA
AGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTCGGGC
CTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGAT
GTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACCGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCC
AGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>GB23

TCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGATCTGCGGATGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTGCAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACGCTCTGGTTAATACCCGGGGCGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
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GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTC
GGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAAGTCTGCCGAGAGGTGGATGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGAGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGTGAGGGGGAGCC
AATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAG

>GB25

CGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATA
CGACCTAAGGGAGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGC
TGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCGTCCCTAATATGGATGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCT
TAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTTTGAGTGTGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGA
AGGCAGCCCCCTGGGCCAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGG
ATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGAT
GTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAG
AAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGCAAGG

>GB33

TCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGCTCTGTGGAGGAAAGGGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTGCCCTAATACGGCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTC
GGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGCAAGGA

>GB34

CGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATAC
GCTCTCTGGAGGAAAGGGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCT
GGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTGCCCTAATACGGCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTT
AACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAG
GCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTCGGGTCTT
CATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGT
GGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGAAGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAG
AAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGCAAGGAG

- 80 -



>GB42

TCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGCTCTGTGGAGGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCCTGGTTAATACCCGGGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTCG
GGCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTGGCTGAGAGGTCGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAA
TCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGC

>GB45

GGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATAC
GCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTTAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCT
GGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTT
AACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAG
GCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATT
CATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTG
GATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCCTGCTGAGAGGTGGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAA
AACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGA

>GB51

TCGACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATCCATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGATCTGTGGATGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGT
AGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCA
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCGTGGTTAATACCCGTGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGG
GCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGC
GAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGG
GGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATG
ATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCTGGCTGAGAGGCCGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCC
CAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAG

>GB53

GTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTCAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
TGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTTAACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCCC
CGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
TGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAWACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCCTGCTGAGAGGTGGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAA
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ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGA

>GB62

CGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATA
CGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTAAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGC
TGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCGTCGGGTTGTAAAGCACTTTGGTCCGGAAAGAAAACCTCCGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCT
TAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAA
GGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGA
TTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATG
TGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCCTGCTGAGAGGTGGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCA
GAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGG

>GB70

TCGACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGATCTGTGGATGAAAGCGGGGGATCCTTCGGGACCTCGCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
TGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCGTGGTTAATACCCGTGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTC
GGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGTTGC
ATGGCATGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAG

>GB81

TCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGATCTGCGGATGAAAGCGGGGGATCCTTCGGGACCTCGCGCTGCAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGAT
CTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCC
AGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTTGGTTAATACCCGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAATCCC
CGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
CGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCCTGCTGAGAGGTGGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGGGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGC
CAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGT
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>GB87

TCGACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTTAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTG
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TAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGC
AATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTCG
GGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAT
GATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAAT
CCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>GB90

TGCAGTCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGAT
TAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA
CGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATTGGCGAAAGCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGTTCTAATATAGCCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAA
GCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAA
TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATAC
CGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAG
TTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAGGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGTATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGC
TAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGT
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGC

>GB91

TCGAACGGCAGCGCGGGGGCAACCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGATCTATGGATGAAAGCGGGGGACCGAAAGGCCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
TGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGTCCTAATACGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCC
CGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
CGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTTGCCGAGAGGTGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>GB93

TCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCGGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGCTCTGAGGAGGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTTTGCCGTAATACGGCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTC
GGGCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAAGTCTGCTGAGAGGTGGATGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA
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>GB9%4

ACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTG
GCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAG
AAAACCTTTGGGCTAATACCTTGAGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGG
TAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAAT
CCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACAC
GTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG

>GB99

CGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATA
CGATCTGCGGATGAAAGCGGGGGATCCTTCGGGACCTCGCGCTGCAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTA
GCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTTGGTTAATACCCGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGC
TTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGA
AGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGG
ATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGAT
GTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGGGCACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCA
GAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAG

>GB100

TCGAACGGCAGCGCGGGGGCAACCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGATCTCAGGATGAAAGCGGGGGACCGAAAGGCCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
TGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACCCGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCGTCGGGTTGTAAAGCACTTTGGTCCGGAAAGAAAACCTCCGTCCTAATACGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCC
CGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
CGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTTGCCGAGAGGTGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCATGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGGCATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAG
CCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAAC

>GB127

TCGAACGGCAGCACGGGAGTAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGATCTACGGAAGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAAACTCTTGGATAATACCTGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTG
GGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAT
GATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCCTGGTGAGAGCTAGGGGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGCAT
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GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACZAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCTAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCC
CAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAG

>GB130

TCGAACGGCAGCACGGGAGTAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGATCTACGGAAGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTTGGATAATACCTGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTG
GGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAT
GATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAACCCTGGTGAGAGCTAGGGGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTAAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCTAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCC
CAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAA

>GB137

TGCAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTA
ATACCGCATACGACCTGAGGGAGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTAGAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC
GATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGCGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGAT
CCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCCGCCCTAATACGGTGGGAGGCTGACGGTACCGGAAGAATAAGC
ACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACAGATGTGAAATC
CCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCG
ATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTT
GTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGT
GGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGACGGAACCCTGCTGAAAGGTGGGGGTGCTCGAAAGAGACCCGTCGCACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCCGCACGAGCGCAACCCCTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGGTTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGACATACAATGGTCGGAACAGAGGGCTGCCAACCCGTGAGGGGGA
GCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>GB148

TCGACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGCTCTGAGGAGGAAAGCGGGGGCTCGCAAGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTG
TAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGC
AATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCCTGGTTAATACCCGGGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCGG
GCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGC
GAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTCGG
GCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAT
GATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTGGCTGAGAGGTCGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAAT
CCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGGGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>GB148A

TCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGCTCTGAGGAGGAAAGCGGGGGCTCGCAAGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG
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CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCCTGGTTAATACCCGGGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGG
CGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTCG
GGCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTGGCTGAGAGGTCGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAA
TCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGGGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>GB152

CGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATA
CGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTTAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGC
TGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCT
TAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAA
GGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGA
TTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATG
TGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCCTGCTGAGAGGTGGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCAGTGACAACCCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCA
GAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCG

>GB169

TGCAAGTCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATT
AATACCGCATACGCTCTGAGGAGGAAAGCGGGGGATCTTTCGGGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC
GACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGAGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCC
TGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTCTGGGTTAATACCCTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAAT
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGA
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAT
ACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACT
AGTTGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAAGTCTGCCGAGAGGTGGACGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAAGCCGCGAGGTG
GAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGCAAGGA

>GB183

TGCAGTCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTA
ATACCGCATACGCTCTGAGGAGGAAAGCGGGGGATCTTTCGGGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCG
ACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGCATGGAATTTCTGACAATGGGCGCAAGCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTCTGGGTTAATACCCTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAA
GCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAA
TCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATAC
CGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAG
TTGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAAGTCTGCCGAGAGGTGGACGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAAGCCGCGAGGTGGA
GCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGCAA
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>GB190

TGCAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTA
ATACCGCATACGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTTAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC
GATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAGAAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAA
GCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAA
TCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATAC
CGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAG
TTGTCGGGGATTCATTTCCTTGGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCTGGCTGAGAGGTCGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGA
GCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAG

>GB196

GCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGAAGAAAGCGGGGGAT
CTTCGGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTTGGTTAATACCTGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTG
GCAGGCTTTGAGTGTGGCAGAGGGAGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGCCAACACTGAC
GCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACG
CGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAA
CCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAAGTCTGCTGAGAGGTGGACGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTCCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCT
CATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAG
TCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGG
GTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGC

>GB197

TGCAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTA
ATACCGCATACGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTTAGGACCTCTCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC
GATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGA
TCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTCTGCCCTAATACGGCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAG
CACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAAT
CCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACC
GATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGT
TGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGG
TGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAACCTGGCTGAGAGGCTGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGATT
GACAAACCGGAAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAAGCCGCGAGGTG
GAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCC

>GB203

TGCAGTCGACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAA
TACCGCATACGCTCTACGGAGGAAAGGGGGGGATCTCAGGACCTCCCGCTACAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG
ATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC
CAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGCCCTAATATGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCA
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCCGCTAAGACAGATGTGAAATCC
CCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGA
TGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTG
TTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGGGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAA
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ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>D328

TGCAAGTCGAACGGCAGCGCGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGAT
TAATACCGCATACGCTCTGTGGATGAAAGCGGGGGATCTTTCGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA
CGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGGGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTTCGTCTAATACGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAG
CACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAAT
CCCCGGGCTTAACCTGGGACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACC
GATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGT
TGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
GTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTTGCTGAGAGGTGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAG
CCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>D335

TCGACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGATCTTTGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCA
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTATCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGATCCTAATACGGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTT
GGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATC
CCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>D336

TCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATA
CCGCATACGATCTTTGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
AGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGATCCTAATACGGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTT
GGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGATACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAAT
CCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>D409

TCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGCTCTGAGGAGGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGCCGACGATC
TGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAAGCCTGATCCA

GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGAAAAAGAAAACCTCTGGGTTAATACCCCGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
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CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTGATGTAAGACCGATGTGAAATCCC
CGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGCATCGCTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGTCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGT
CGGGCCTTCATTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCATAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCC
AATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGA

>D411

TCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATA
CCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
AGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGATTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCCCTAATACGGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTT
GGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAG GGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATC
CCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAG

>D416

TCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTWATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATA
CCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
AGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTGGGCTCTAATACAGTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTT
GGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTTACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGA
TGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTGGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAAT
CCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>D422

CGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTCTGGATGAAAGCGGGGGACC
GAAAGGCCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCGCTTCTCTAATACAGGGGTGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGG
CGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACG
CTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGAAGCTAACG
CGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAA
CCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTTGCCGAGAGGTGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCC
TCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCA
GTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG
GGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGG
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>D424

TCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGCTCTATGGAGGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCT
GTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTGGGTTAATACCCGGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGACTCGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATG
GCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTC
GGGTCTTCATTGACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTATGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGFAGCCATAACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAATCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTTCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAAT
CCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>D425

GGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTCTGGATGAAAGCGGGGGA
CCGAAAGGCCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCAC
ACTGGGACTGAAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCGCTTCTCTAATACAGAGGGTGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGA
CTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACT
GACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTCGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGAAGCT
AACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCG
AAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAACCTTGCCGAGAGGTGAGGGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
AGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGG

>D433

TCGGACGGCAGCGCGGGGGCAACCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATAC
CGCATACGCTCTATGGAGGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTCAAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC
TGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCCGTCCTAATACGGTGGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACCGATGTGAAATCCC
CGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGT
CGGGTCTTCATTGACTTGGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG
GATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTACGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCCCGAAAGGGAGCCGTAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCA
ATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGG

Anexo Il (Medio LB adicionado con &cido succinico)

e Peptona de caseina 10 g/L
e Extracto de levadura 5g/L
e Acido Succinico 0.5g/L
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Anexo Il (Super Buffer 50X)( Zhang y col., 2011)
e NaOH 20g/L
e H3BOs3 112.5¢g/L
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