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RESUMEN

Los plasmidos en cepas de Acidithiobacillus sp. aislados de aguas acidas de mina son
recursos genéticos que aun no han sido reportado en nuestro pais, que podrian usarse en
la construccion de vectores y el mejoramiento de cepas bacterianas para su aplicacién en
biorremediacién y biolixiviacién. Por ello, el objetivo de esta tesis fue determinar la
presencia de plasmidos de Acidithiobacillus aislados de aguas acidas de zonas mineras, y
analizar in silico genes putativos identificados a partir del secuenciamiento y anotacién de

dos plasmidos de la cepa At. ferrivorans PQ33.

Para la extraccion de plasmidos se utilizd el protocolo de PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen ™). Los plasmidos de At. ferrivorans PQ33 fueron secuenciados
por sintesis quimica en sistema HiSeq 200 de lllumina. El software Velveth, versién 1.1, fue
empleado para el ensamblamiento de novo de las secuencias. Los plasmidos circularizados
fueron anotados usando las herramientas Prokka y ORFfinder, las busquedas de
similaridad se realizaron empleando BlastX contra la base de datos del GenBank. Blastn y
el software Artemis fueron usados para identificar los origenes de replicacion. De 24 cepas
de Acidithiobacillus (10 de Puno, 6 de Huancavelica y 8 de Cerro de Pasco), 17 (70.83%)
presentaron plasmidos. El analisis in silico revel6 la presencia de genes implicados en la
conjugacion (TraD, MobA, proteinas de exclusién de entrada y XerD), sistemas toxina-anti
toxina (HicA y HicB), proteinas de replicaciéon (RepA y proteinas de union a DNA),
reguladores de transcripcion y post traducciéon (CopG y la chaperona Dnad), asi como la
destacable presencia de una proteina de virulencia (VapD), ademéas de dos proteinas
(Porina fosfato selectiva O y diguanilato ciclasa), implicadas en la resistencia a la falta de

nutrientes y produccién de biofilm, respectivamente.



Es la primera vez que se reporta plasmidos caracterizados de un cepa psicrotolerante de
Acidithiobacillus ferrivorans, con capacidad de transferencia horizontal y sistemas de
regulacion implicados tanto en el mantenimiento del plasmido como en la adherencia a

sustratos, caracteristica importante de esta especie para su aplicacion en biomineria.

Palabras Claves: Acidithiobacillus ferrooxidans. Acidithiobacillus ferrivorans, bacterias

psicrotolerantes, Puno, Huancavelica, Cerro de Pasco, plasmidos, anotacion.



ABSTRACT

Plasmids of bioleaching psychrotolerant bacteria Acidithiobacillus ferrivorans have not been
reported although their presence may be involved in the adaptation of this bacterium to cold
environments. Moreover, this plasmids have potential applications in the construction of
vectors and genetic improvement of strains for bioremediation bioleaching processes. The
aim of this thesis was to characterize plasmids of Acidithiobacillus ferrivorans by sequencing

and gene annotation.

For plasmid isolation the protocol PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen ™) was
used. Two plasmids (12 kb and 10 kb) from At. ferrivorans strain (LN650696) was isolated
by standard miniprep protocol. The genomes were sequenced by lllumina HiSeq system. In
the de novo assembly, Velveth 1.1 package was used. Plasmids were annotated using
Prokka and ORFfinder and similarity analysis were performed using BlastX against the
GenBank database. The origins of replication was identify by Artemis software and BlastN.
It was isolated 24 Acidithiobacillus strains (10 from Puno, 6 from Huancavelica and 8 from
Cerro de Pasco). 17 (70.83%) of them had plasmids. For analysis, T10, RA1 and PQ33
strains plasmids were selected, which ones were from Puno, Huancavelica and Cerro de
Pasco, respectively. In silico analysis predicted the presence of CDS for proteins involved
in conjugation (TraD, MobA, excluding entry and XerD), toxin-anti-toxin systems (HicA and
HicB), replication proteins (RepA and DNA binding protein), transcription regulator (CopG),
a Dnad chaperone, a gene of protein virulence (vapD) and seven hypothetical proteins.
Furthermore, a phosphate selective porin O and P involved in phosphate starvation
adaptation, and a diguanylate cyclase-fosfodiesterase protein, related to biofilm production
signaling was found. This is the first report of plasmid genomes of a psychrotolerant At.

ferrivorans strain genes encoding horizontal transfer, regulation systems of plasmid
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maintenance and adhesion to substrates, an important feature of this species in its

adaptation to the environment during biomining process.

Keywords: Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus ferrooxidans, psychrotolerant

bacteria, Puno, Huancavelica, Cerro de Pasco, plasmid, annotation.
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1. INTRODUCCION

La biolixiviaciobn de minerales se usa en faenas mineras. En Chile y Estados Unidos
aproximadamente el 18% del cobre total se recupera mediante este proceso, dado que los
microorganismos biolixiviantes como Acidithiobacillus sp., presentan elevados niveles de
resistencia a metales como mercurio, arsénico, uranio, entre otros (Mao et al., 1980). Existe
un namero limitado de estudios enfocados en plasmidos de Acidithiobacillus sp. (Rawlings
at al., 1984; Chisholm et al., 1998; Holmes y Yates, 1990) debido a que muchos de éstos
suelen ser de naturaleza criptica, por ello, es importante caracterizar molecularmente estos

elementos génicos pues poseen un valor practico en biotecnologia.

Hallberg et al., 2010 reporté a la especie At. ferrivorans con capacidad de crecimiento a
bajas temperatura, que comparte caracteristicas fisioldgicas con At. ferrooxidans, por lo que
el interés en esta nueva especie ha crecido en los ultimos cinco afnos. Sin embargo, no se
han reportado en el mundo investigaciones que involucren el estudio de plasmidos
presentes en esta especie a pesar de su importancia tanto en el mejoramiento de cepas
con potencial uso en biomineria y su implicancia en la adaptacion de esta especie a
ambientes frios, que la convierte en una cepa idonea en procesos de lixiviacion. De este
modo, los plasmidos encontrados naturalmente en cepas de Acidithiobacillus sp. en fuentes
como aguas acidas de mina son un posible recurso genético que aun no ha sido reportado
ni explorado en nuestro pais, teniendo en cuenta que la industria minera se ha convertido

rapidamente en una de las mas importantes fuentes de ingreso para el Peru.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades

Un considerable interés se ha mostrado en Acidithiobacillus sp. debido a su uso en el
procesamiento de minerales industriales y su fisiologia inusual. La principal contribucion de
estas bacterias en la extraccion de metales es su capacidad para atacar minerales
azufrados y convertir los sulfuros insolubles en iones tales como cobre, plomo, zinc, niquel
y sulfatos. Los tres metales recuperados en mayores cantidades mediante reaccién

bacteriana directa o indirecta son cobre, uranio y oro.

Los procesos de biolixiviacion industrial no se llevan a cabo en condiciones de esterilidad,
y como resultado Acidithiobacillus sp. rara vez 0 nunca crece como un cultivo puro. La
mayoria de las operaciones comerciales de biolixiviacién se llevan a cabo con un consorcio
de bacterias acidéfilas, quimiolitotréficas que pueden incluir At ferrooxidans,
Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans y bacterias heterétrofas acidéfilas
que pertenecen al género Acidiphilium. Aunque At. ferrooxidans se considera el miembro
mas importante del consorcio, los cultivos mixtos de bacterias son a menudo mas eficientes
en la descomposicion de mineral que At. ferrooxidans sola. Las bacterias mencionadas son
mesdfilas, y como resultado, cuando el control es posible la biooxidacion industrial de los
minerales se lleva a cabo a temperaturas por debajo de 45°C. Sin embargo, para una
aplicacion efectiva de estas tecnologias en minas de ambientes frios, el cual es el ambiente
de la mineria de gran altitud en el Peru, son necesarias cepas adaptadas al frio para este
tipo de procesos, con la finalidad de optimizar las tasas de lixiviacion y mejorar la viabilidad
de las operaciones de lixiviacién a baja temperatura. Hallberg et al., 2010 reporta una nueva
especie de este género como Acidithiobacillus ferrivorans, que comparte caracteristicas con

At. ferrooxidans, pero tiene la cualidad de crecer a bajas temperaturas (4°C). Durante los
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ultimos anos su genoma ha sido estudiado, pese a ello, todavia existe una necesidad de
caracterizar mejor las cepas de esta especie y sus mecanismos de adaptacion a ambientes
frios, ya que son los mediadores de la oxidacién bioldgica del hierro y la lixiviacion de

metales en los ambientes mineros de bajas temperaturas.

2.2 Fisiologia de Acidithiobacillus sp.

At. ferrooxidans es un bacilo Gram negativo, que tiene una fisiologia bien adaptada al
crecimiento en un ambiente minero inorganico y fija diéxido de carbono atmosférico por lo

que es autétrofa (Kelly y Harrison, 1989).

La energia la obtiene por la oxidacién del ion ferroso a ion férrico o compuestos de azufre
reducido generando &cido sulfurico. La bacteria es acidéfila con un pH éptimo dentro del
rango 1.5 a 2.5. Crece mejor en un ambiente aerdbico con oxigeno como aceptor de

electrones (Corbet y Ingledew, 1987)

At. ferrooxidans es ubicuo en el medio ambiente, puede ser facilmente aislado a partir de
muestras de suelo recogidas de yacimientos de minerales de pirita o de los sitios de drenaje
acido de minas, que estan frecuentemente asociados con los residuos de carbén o de
vertederos de minas. Ademdas de su fisiologia Unica, At ferrooxidans tiene otras
caracteristicas que lo hacen adecuado para su uso en operaciones de biomineria. Una de
ellas es su resistencia inherente a altas concentraciones de iones metalicos y otros. Se ha
reportado que la bacteria es capaz de crecer en medios que contienen Zn*? (120 g/L), Ni*2

(72 g/L), Co*2 (30 g /L), Cu*? (55 g /L), Us0s (12 g/L) y Fe*2 (160 g /L) (Torma, 1977).

14



2.3 Plasmidos de Acidithiobacillus sp.

Se han hecho una serie de estudios sobre la existencia de plasmidos naturales en las cepas
de Acidithiobacillus aisladas en diferentes partes del mundo. Martin et al. (1981) informaron
que 11 de 15 cepas originarias en su mayoria de Estados Unidos y Bulgaria albergaban
desde cuatro a nueve plasmidos por cepa, que tenian un tamafno de 7.4 a 75 Kb. Shiratori
et al. (1991) en un estudio de mas de 100 cepas obtenidas de seis minas japonesas
reportaron que el 73% llevaban uno o mas plasmidos que variaban en tamano desde 2.0 a
30 Kb. Los plasmidos también se han reportado en cepas de Sudafrica, Italia, México, Chile
y Canada. Plasmidos de 18,6 a 65 Kb fueron detectados en nueve cepas de At. ferrooxidans
aisladas a partir de una mina de uranio, al norte de Ontario, y se intent6 correlacionar la
presencia de un pldsmido de un tamano particular, con el aumento de la resistencia a
uranio, mostrando que todas las cepas con mas alta resistencia al éxido de uranio (UOy)
contenian un plasmido particular de 20 Kb. En una cepa la desaparicidén del plasmido de 20
Kb era compatible con una reduccién en la resistencia de uranio. Sin embargo, esta

evidencia fue insuficiente para demostrar una relacién causal (Martin et al., 1983).

Se han hecho otros intentos para correlacionar la presencia de plasmidos de origen natural
con la resistencia a metales (Chisholm et al., 1998), pero éstos no han tenido éxito. Parte
del problema es que sin un marcador seleccionable, curar cepas de sus plasmidos es muy

dificil y ningun procedimiento ha resultado exitoso.

Varios plasmidos At. ferrooxidans se han clonado en Escherichia coli (Shiratori et al., 1989;
Chisholm et al., 1998; Rawling et al., 1984). Estos incluyen dos plasmidos de resistencia a
uranio pertenecientes a la cepa ATCC 33020 de At. ferrooxidans; una cepa resistente a

arsénico con un plasmido de 20 Kb que se ha encontrado en cepas de At. ferrooxidans
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aisladas de diferentes partes del Italia, Cerdefa y Bulgaria, y cuatro plasmidos de cepas de

At. ferrooxidans aislados en Japon.

Rawling et al. (1984) trabajaron con cuatro plasmidos recombinantes de At. ferrooxidans
los cuales fueron transformados en E. coli Se determind la resistencia de los
transformantes a Ag*, As*3, Cd*2, Co*3, Cr*$, Cu*?, Hg*, Li*, Mo*6, Ni*2, Sb*3, Te*, U*6, Zn*2,
y ocho antibiéticos. Los plasmidos recombinantes no afectaron la tolerancia de los
transformantes a los iones metalicos ni conferian resistencia a cualquiera de los antibiéticos

utilizados.

Algunas funciones de los plasmidos At. ferrooxidans se han expresado en E. coli. Rawlings
et al. (1984) informé que un plasmido aislado de At. ferrooxidans era capaz de replicarse
en E. coliy que tres de los cuatro plasmidos recombinantes se movilizaron entre las cepas

de E. coli.
2.3.1 Plasmido PTF1

Holmes et al., (1984) trabajaron con el plasmido movilizable PTF1 de 6.7 kb de At
ferrooxidans, éste fue clonado en pBR322 y localizaron una region de 2.8 Kb que es
requerido para la movilizacién. Esta regién fue secuenciada por Drolet et al., (1992), los
cuales determinaron que las proteinas MobL de 42.6 kDa y 11.4 kDa eran esenciales para
la movilizacion y adicionalmente, se identifico la posicién exacta del sitio de corte dentro de

la region oriT.
2.3.2 Plasmido PTF- FC2

Rawlings y Dorrington (1993) reportaron el aislamiento en Sudéfrica de una cepa de At
ferrooxidans con la presencia del plasmido PTF- FC2 de 12.2 kb, éste es altamente

movilizable y ademas presentaba resistencia a arsénico. Esta cepa era dominante en un
16



cultivo bacteriano mixto que se utiliza industrialmente en la biooxidacion de un arsenopirita.
El plasmido PTF- FC2 completo fue secuenciado y se compone de tres regiones: una region
de replicacion, una de movilizacién, y un elemento de transposicion. El replicén consta de
cinco o seis genes y una region oriV que se encuentra en cis, la cual esta claramente
relacionada con el oriV de los plasmidos IncQ de amplia gama de huéspedes. Rawlings
(2005) compard las regiones de ambos plasmidos y encontraron una homologia de DNA de
60%, ademas un 75% de homologia entre los 115 pb de DNA inmediatamente adyacente

a las secuencias repetidas de PTF-FC2 y los plasmidos IncQ.

La regién de la movilizacién de PTF-FC2 se encuentra en un fragmento de DNA de 3.5 kb
y se compone de un oriTy cinco genes mob dispuestos en dos operones a ambos lados de
la oriT. Los dos operones divergentes se transcriben a partir de dos promotores situados
dentro de la regién oriT, mobA y mobB en una direccién, y mobC, mobD, y mobE en la otra.
Tres de las proteinas Mob (MobA, MobC y MobD) son esenciales para la movilizacién. Un
hallazgo inesperado fue que la regiébn de movilizacion de PTF- FC2 era claramente
homdlogas a la region tral de los plasmidos conjugativos IncP RP4 y R751. Cuatro de las
proteinas tenian una significativa homologia en la secuencia de sus aminoacidos (26 a 33%
de identidad; 44 a 51% similitud) con cuatro de las proteinas de la regién tral de los

plasmidos IncP.

La tercera region del plasmido PTF-FC2 es un elemento de transposicion. Esta regidn esta
flanqueada por dos secuencias idénticas invertidas y un transposon de resistencia a
mercurio, dentro de este se encontraron varios ORF’s, uno con similitud a la proteina
reguladora MerR del operon de la mercurio reductasa y otro con similitud al gen cmilA

(resistencia a cloranfenicol). Ninguna secuencia equivalente al gen merA que codifica la

17



mercurio reductasa se encontr6 en la secuencia del DNA, ni tampoco la presencia del

elemento transponible era capaz de aumentar la resistencia a cloranfenicol en E. col.

18



3. HIPOTESIS

Existen plasmidos en cepas de Acidithiobacillus ferrivorans aisladas de aguas acidas de

zonas mineras del Peru.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar molecularmente los plasmidos de Acidithiobacillus ferrivorans aislados de

aguas 4cidas de zonas mineras del Peru.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificacion molecular de cepas de Acidithiobacillus sp.

e Anotar los genes de los plasmidos de At. ferrivorans.

19



5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Obtencion de las muestras:

Las muestras fueron colectadas en Puno: Relave de minas Sillustani y El Cofre, aguas
acidas del rio Paratia, lagunas La Gringa y Choquene, y puntos alrededor de las minas;
asimismo, las muestras colectadas en la region Huancavelica, provinieron de las minas
Acchilla, Palea y Recuperada, ubicadas en el distrito de Ccochaccasa. Finalmente las cepas
restantes se obtuvieron del muestreo en Cerro de Pasco, aislados de relaves mineros de la
mina Volcan, aguas acidas de la mina Huarén y de la laguna Yanamate. Todos los lugares

de muestreo estuvieron sobre los 3500 m.s.n.m. de altitud.

5.2 Aislamiento de Acidithiobacillus sp.

De las muestras obtenidas se tomaron alicuotas de 10 mL y se trasfirieron a un matraz de
250 mL conteniendo 90 mL de medio liquido 9K modificado (Orrantia, 1997) que contiene
(g/L): FeSO4x7H20, 33.3; MgS04x7H20, 0.4; (NH4)2S0s4, 0.1; y KH2PO4x3H:0, 0.04. El
medio fue ajustado a un pH 1,6 e incubado a 25°C en agitacién constante de 200 rpm. A
partir de este pre-enriquecimiento se realizé un enriquecimiento més, en el mismo medio y
las mismas condiciones, con el objetivo de eliminar el material de donde fue obtenida la

muestra.

Para la obtencion de colonias, las muestras se sembraron en medio FeO modificado
(Abanto, 2008) y la identificacién presuntiva de Acidithiobacillus sp, se realizé tomando en
consideracién la morfologia celular, oxidacién de ion ferroso y la morfologia de las colonias,
que en el caso de este género son rugosas y de color rojizo, ademas se tomé en cuenta la
presencia de un halo blanco de precipitacion alrededor de algunas colonias, tipico de la

especie At. ferrivorans.
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Las colonias aisladas fueron inoculadas en 5 mL de medio 9K y una vez observado el
crecimiento, se inoculé todo el contenido en 100 mL de medio 9K para el mantenimiento de
la cepa aislada. Las cepas que evidenciaban la presencia de hongos y/o levaduras fueron
inoculadas en medio Base (g/L): MgSO4x7H-0, 0.4; (NH4)2S04, 0.1; y KH2PO4x3H20, 0.04;

pH 2,5 suplementado con CuS al 0,5%.

5.3 Extraccion de DNA genémico

Para la extraccion del DNA gendémico de las cepas de Acidithiobacillus sp, éstas se
cultivaron en 100 mL de medio 9Ky se utilizo el kit Miniprep de Wizard Genomic Purification

(Promega®), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Previamente, se hicieron 3 lavados de las células bacterianas con agua &cida, para eliminar
restos de medio de cultivo, centrifugando a 13000 rpm por 8 minutos y descartando el
sobrenadante. Al pellet bacteriano se adicioné 600 uL de la solucion de lisis nuclear y se
incubd a 80°C por 5 minutos, luego se dejdé a temperatura ambiente por 5 minutos para
adicionar 3 pL de RNasa (4mg/ml) y se incub6 a 37°C por 1 hora. Se agregaron 200 yL de
solucion de precipitacion de proteinas al lisado tratado con RNasa, se homogeneiz6
vigorosamente por 20 segundos y se incubd por 5 minutos en hielo. Se centrifugé a 13000

rpm por 3 minutos colocando el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Al tubo de microcentrifuga con el sobrenadante, se adicion6 600 L de isopropanol absoluto
mezclando suavemente por inversion, hasta formar una masa visible de DNA, para luego
centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos, eliminando el sobrenadante cuidadosamente y
escurriendo el tubo en papel absorbente limpio. Al tubo que contenia el sedimento de DNA

se adicionaron 600 L de etanol al 70%, invirtiendo suavemente el tubo varias veces para
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lavar el sedimento, luego se centrifugd a 13000 rpm por 2 minutos eliminando el

sobrenadante cuidadosamente y dejando secar el tubo de 10 a 15 minutos.

El DNA fue rehidratado con 100 pL de solucion de rehidratacion de DNA por incubacion a
65°C por 1 hora, periddicamente se golpeaba el tubo suavemente para mezclar la solucién.

Finalmente se guardo a -20°C hasta su uso.

5.4 Amplificacion y secuenciacion del gen rRNA 16S

El DNA aislado fue amplificado con los iniciadores procariéticos universales para el gen
rRNA 16S: 27F y 536R (Edwards et al., 1989; Karavaiko et al., 2003). Las reacciones de
PCR se realizaron segun las instrucciones provistas para la Taqg polimerasa comercial y el
namero de ciclos, la temperatura de incubacién de cada paso se ajustaron segun los pares
de iniciadores utilizados y el tamafo esperado del fragmento a amplificar. El programa de
PCR consistio en un ciclo de desnaturalizacion del DNA a 94°C durante 3 min, re-asociacion
del cebador a 50°C durante 3 min y sintesis de DNA a 72°C durante 3 min, cinco ciclos de
94°C durante 30 s, 50°C durante 2 minutos y 72°C durante 30 s, 30 ciclos de 94°C durante
30 s, 40°C durante 30 sy 72°C durante 30 s, y una incubacion final a 72°C durante 7 minutos

(Karavaiko et al., 2003).

5.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para visualizar el DNA extraido y el producto de PCR se utilizaron geles de agarosa. Los
geles se prepararon en amortiguador TAE 0.5X con 1% de agarosa ultra pura. Las muestras
de DNA se mezclaron con solucién de carga y como marcador de tamano molecular se
utilizd 1 kb DNA Ladder (Promega®). Luego de la electroforesis los geles se tifieron con

bromuro de etidio (0.5 pg/mL), por 45 segundos, para visualizarlos con un
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fotodocumentador. Los amplificados que visualizaron en las condiciones requeridas se

prepararon para el secuenciamiento, realizado por la Empresa Macrogen Korea.

5.6 Aislamiento de plasmidos de Acidithiobacillus sp.

Para el aislamiento de los plasmidos se sembré 10 mL de cada una de las cepas con 3
semanas de crecimiento en 50 mL de medio 9K a pH 1.65, para la obtencion de células
jovenes. Luego se inoculd 20 mL del cultivo obtenido en 250 mL de 9K para la obtencion

de suficiente biomasa para la extraccién (Chisholm et al., 1998).

El cultivo fue centrifugado a 7000 rpm por 10 min y a una temperatura de 10°C. La
extraccién de plasmidos se llevd a cabo utilizando el PureLink™ Quick Plasmid Miniprep
Kit de Invitrogen y siguiendo las indicaciones del fabricante: Se lavaron tres veces las
células bacterianas con agua acida, para eliminar restos de hierro, centrifugando a 13000

rpm por 8 minutos y descartando el sobrenadante.

Al sedimento bacteriano se adiciond 250 pL de la solucion de resuspencion la cual contiene
RNAsa, se realizé un pipeteo suave hasta obtener la resuspencién total del pellet. Luego
se adiciondé 250uL de solucidon de Lisis, la cual contiene ademas una solucion de
precipitacién de proteinas, inmediatamente el tubo se agité cuidadosamente por inversion
de tres a cuatro veces hasta que se observe una mezcla homogénea y se incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos, sin exceder este tiempo. Luego de la incubacién se
anadi6 350 pL de solucidbn de neutralizacion e inmediatamente se agitdé el tubo
vigorosamente hasta que el contenido se observe homogéneo. Luego se centrifugd a 13000
rpm por 8 minutos colocando el sobrenadante en la columna de silica, centrifugando a
13000 rpm por 1 minuto, inmediatamente se adiciond 500 pL de solucién de lavado, la cual
contiene etanol, y permite eliminar contaminantes del DNA plasmidico inmerso en la

columna, se centrifugd 13000 rpm por 1 minuto, este paso se repitié dos veces descartando
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siempre la solucién de lavado que pasa a través de la columna. Luego se realizd una
centrifugacion adicional a 13000 rpm por 30 segundos para eliminar por completo la

solucion de lavado.

La columna se colocé en el tubo de recuperacién y se adicioné 75 yL de buffer TE, este
paso se realizé con mucho cuidado de modo que el buffer se colocara en el centro de la
columna y sin dafnarla. Finalmente se incub6 por 4 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 13000 rpm por 2 minutos. El buffer que pasa a través de la columna y se queda
en el tubo de recuperacion que contiene el plasmido e inmediatamente se almacenaron a

— 20°C para su uso posterior.

5.7 Preparacion de DNA plasmidico para secuenciamiento

La cepa seleccionada para el secuenciamiento total de plasmidos fue la PQ-33. Se prepar6
un cultivo joven de 800 mly se extrajo DNA plasmidico. EI DNA fue cuantificado y verificada
su pureza usando un Nanodrop de ThermoScientific, para ello, se alicuoté 5 uL de DNA en
tubos eppendorf y también 5 uL de buffer TE, el que se utilizé6 como blanco. Finalmente se
cuantificé por duplicado una misma muestra, cargando 2 uL sobre el lector del Nanodrop
por cada una de las repeticiones. La muestra de DNA que cumplié con los requerimientos
especificados (Concentracion: >1 ug/uL; pureza: >1,7) se envié a la Empresa Macrogen

Korea para su secuenciamiento.

5.8 Ensamblamiento y anotacion de los plasmidos aislados de At. ferrivorans

Los plasmidos de At. ferrivorans PQ33 fueron secuenciados por sintesis quimica en HiSeq
2000 de lllumina®. El paquete Velveth versién 1.1 (Zerbino, 2010) fue empleado para el
ensamblamiento de novo de los reads obtenidos, utilizando un valor de K-mer de 63 y los

parametros de cut-off y cobertura sugeridos por el programa. Los contings resultantes se
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ensamblaron con el software CAP2 (Huang, 1996) para la obtencion final de los plasmidos
ensamblados, cuyos tamanos se compararon con los observados previamente en el gel de

electroforesis.

Los plasmidos fueron circularizados alineandolos con contings provenientes del
ensamblamiento del cromosoma de At. ferrivorans PQ33, obtenido con el mismo método.
Una vez circularizados fueron anotados usando el software Prokka (Seemann, 2014) y el
ORFfinder (Rombel et al., 2002), las busquedas de similitud se realizaron empleando BlastX
contra la base de datos del GenBank, tomando en cuenta los ORF’s que presentaban un

porcentaje de identidad mayor al 30% y un E-value menor a ™.

Para encontrar posibles secuencias pertenecientes al origen de replicacion del plasmido se
utilizoé el BlastN contra la base de datos del GenBank. En caso de no hallar coincidencias
se predijo un posible origen analizando el software Artemis (Rutherford et al., 2000) para la
obtencién de los patrones de CGskew tomando el valor minimo en la grafica como el origen
de replicacion plasmidico. El mapa circular de los plasmidos pAfPQ33-2 y pAfPQ33-1 fue

creado usando la herramienta CGview (Stothard y Wishart, 2005).
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento de Acidithiobacillus sp. de Cerro de Pasco.

Se obtuvo cultivos jévenes de tres muestras provenientes de Cerro de Pasco (PQ1, Psb1y
PH1), todas crecieron en un periodo de 5 a 6 dias a 10°C en medio liquido. Se observé
motilidad de las células en el microscopio y la coloracién Gram evidencié la presencia de
bacilos Gram negativos pequenos (Figura 1). Luego de 8 a 12 dias de la siembra en placas,
se evidencié un cambio en el color del medio a naranja oscuro, tipico para el crecimiento
de Acidithiobacillus sp. Luego de una semana se observaron las primeras colonias aisladas

tipicas del género Acidithiobacillus (Figura 2).

Figura 1. Coloracion Gram de las muestras.
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Figura 2. Colonias tipicas del género Acidithiobacillus.

6.2 Secuenciamiento del rRNA 16S e identificacion de Acidithiobacillus sp.

Las cepas PQ510 y PQ33, aisladas de Cerro de Pasco, fueron identificadas como
Acidithiobacillus ferrivorans, las demas cepas provenientes también de esta region fueron
identificadas como Acidithiobacillus ferrooxidans. Todas las secuencias fueron enviadas a
la base de datos del EMBL (The European Bioinformatics Institute)

(http://www.ebi.ac.uk/ena).

6.3 Aislamiento de plasmidos de Acidithiobacillus ferroxidans

Solo las cepas T9 y BB3 provenientes de Puno no presentaron plasmidos, las ocho cepas
restantes albergaron un plasmido como maximo, los cuales mostraban un tamano
aproximado de 12 Kb (Tabla 1). Todos los plasmidos aislados de Puno se observaron en
sus tres conformaciones en la lectura del gel de agarosa (Figura 3). Las cepas RA1 y RA2
provenientes de Huancavelica fueron las Unicas en presentar un solo plasmido de 8 Kb
(Tabla 2) de tamafo molecular y mostraron un sola banda compacta en el gel (Figura 4).

Por otro lado, de un total de ocho cepas provenientes de Cerro de Pasco, siete mostraban
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al menos un plasmido y como maximo tres (Figura 5), cuyos tamafnos oscilaron entre 3,5

Kby ~12 kbp. Solo la cepa PQ36 no presentd plasmidos (Tabla 3).

Tabla 1. Plasmidos de cepas aisladas de Puno. De 10

cepas se obtuvo 8 plasmidos.

1 12

1 12

1 12

1 12

1 12

1 12

1 12

1 12
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T7 T8 T10 T11 T12 T9B5 T9D2
v \Z \% 2% \% \

Figura 3: Plasmidos de cepas aisladas de Puno. Se
muestra la  presencia de  plasmidos de
aproximadamente 12 Kb y vistos en sus ftres
conformaciones. M: Marcador 1 kb DNA Ladder

(Promega®). Gel de agarosa 0.7%.
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Tabla 2. Plasmidos de cepas aisladas de Huancavelica.

De 6 cepas se obtuvo 2 plasmidos.

RA1 1 8

At. ferrooxidans
IP1 0 -

At. ferrooxidans
RA2 1 8

At. ferrooxidans
AC11 0 B

At. ferrooxidans
AC22 0 -

Al. ferrooxidans
P2 0 B

At. ferrooxidans

RA1 IP1 RA2 AC11 AC22 P2 T13 BB3 M
v v Vv vV VoV v oV

<«— 10 kp

Figura 4. Plasmidos de cepas aisladas de Huancavelica.

Se observa una sola banda bien definida. M: Marcador 1

kb DNA Ladder (Promega®). Gel de agarosa 0.7%.
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Tabla 3. Plasmidos de cepas aisladas de Cerro de Pasco.

De 8 cepass se obtuvo 12 plasmidos

PQ506 1 12
At. ferrooxidans
PQ509 2 12,5
At. ferrooxidans
PQ510 3 12, 9.5, 3.5
At. ferrivorans
PQ516 1 12
At. ferrooxidans
PQ33 2 12, 9.5
Al. ferrivorans
PQ36 0 -
At. ferrooxidans
PsbA 2 12,10
At. ferrooxidans
PQ16 1 12
At. ferrooxidans

PQ PQ P PQ PQ
M 506 509 510 516 33 36  PSBA 16

10 kp —>

Figura 5. Plasmidos de cepas aisladas de Cerro de Pasco. M:

Marcador 1 kb DNA Ladder (Promega®). Gel de agarosa 0.7%.
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6.4 Anotacion de los plasmidos pAfPQ33-2 y pAfPQ33-1 de At. ferrivorans.

A partir del ensamblamiento de los contings se obtuvieron los plasmidos pAfPQ33-1 (Figura
6) y pAfPQ33-2 (Figura 7), con un tamafno de 10 218 pb y 12 094 pb, respectivamente
(Anexo 3 y Anexo 4). Las caracteristicas generales de ambos plasmidos se muestran en la

Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas generales de los plasmidos de At.

ferrivorans.

pAfPQ33-1

Tamano 10 218 pb

Contenido de G-C 60.3%

Genes codificantes de proteinas 10
Proteinas con funcioén asignada 8
Proteinas hipotéticas conservadas 2

pAfPQ33-2

Tamafo 12 094 pb

Contenido de G-C 57%

Genes codificantes de proteinas 12
Proteinas con funcion asignada 8
Proteinas hipotéticas conservadas 2
Proteinas hipotéticas 2

En pAfPQ33-2, usando los predictores PROKKA y ORFfinder, de un total de 12 ORF’s
identificados como codificantes para proteinas putativas, 96% tuvieron funcion asignada,
24% eran proteinas hipotéticas conservadas, 24% proteinas hipotéticas. Por otro lado, en
el plasmido pAfPQ33-1, 11 ORF’s fueron identificados 10, de los cuales el 80% tuvieron
una funcién asignada mientras que 20% fueron proteinas hipotéticas conservadas (Tabla 5
y Tabla 6). Solo se tomaron en consideracion los ORF’s con un porcentaje de identidad

mayor a 35 % y un E-value menor a e (Anexo 1y Anexo 2).
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pAfPQ33-1

Figura 6. Plasmido pAfPQ33-1. Los genes putativos (ORF) se indican con
flechas azules. El sombreado negro indica el contenido de GC. El contenido
de GC skew se indica de verde y violeta. El sombreado verde indica un
contenido de GC mas alto que el promedio de la secuencia plasmidica,
mientras que el sombreado purpura indica un contenido mas bajo del

promedio.
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-
2 kbp

PAfPQ33-2  sus -

~
10 kbp

- 9 kbp

Figura 7. Plasmido pAfPQ33-2. Los genes putativos (ORF) se representan
con flechas azules. EI sombreado negro indica el contenido de GC. El
contenido de GC skew se indica de verde y violeta. El sombreado verde indica
un contenido de GC mas alto que el promedio de la secuencia plasmidica,
mientras que el sombreado purpura indica un contenido mas bajo del

promedio.
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Tabla 5. ORF’s identificados en el plasmido pAfPQ33-2 de At. ferrivorans

Designacion del

ORF Ubicacion Descripcion del Producto Organismo mds cercano
TraD Prot.elna de transferencia en Burkholderia cepacia
367-777 conjugacion TraD
. Proteina fosfato selectiva O | Acidithiobacillus
Porina O/P .
(4471-5724)¢ |y P de membrana externa ferrivorans
e e . Acidithiobacillus
Proteina hipotética (781-1008)¢ Proteina hipotética Ferrivorans

Exclusion de entrada

Proteina de exclusion de

Providencia rustigianii

3272-3706 | entrada
e e . Acidithiobacillus
Proteina hipotética 5779-6456 Proteina hipotética thivoxidans
Proteina hipotética 3750-4022 | Proteina hipotética Ferrovium myxofaciens
Proteina hipotética | (1085-1327)° | Proteina hipotética Thioalkalivibrio
Proteina de la familia HicB -
. . Desulfovibrio
HicB con dominio nucleasa de la Fructosivorans
(6542-6901)° | RNAsa H
VapD End(')nucleas.a Vap D Pseudomonas sp.
(7580-7918)¢ | asociada a virulencia
HicA (6904-7131)¢ | Proteina de la familia HicA | Geobacter sp
Alicycliphilus
DnaJ (8026-9213) | Chaperona DnaJ denitrificans
(9415- , e, Acidithiobacillus
MobA 11913)¢ Proteina de movilizacion A thivoxidans

© : Cadena complementaria
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Tabla 6. ORF’s identificados en el plasmido pAfPQ33-1 de At. ferrivorans

Designacion . . . p
del ORF Ubicacion Descripcién del Producto Organismo mds cercano

Proteina de transferencia en e . .

TraD 8582-8989 . - Acidithiobacillus ferrivorans
conjugacion TraD
Diguanilato Ciclasa-

Dgc-cmz 3785-6429 |Fosfodiesterasa con dominio | Acidithiobacillus ferrivorans
quimiorrecetor de unién a zinc

CopG 3345-3599 Regul.’:@or transcripcional de Fischerella muscicola
la familia CopG.
Proteina hipotética con regién

Hipotética (8928-9491)¢ | N-terminal de unién al DNA | Acidithiobacillus caldus
en la replicacion plasmidica

RepA 3241211 | Froteina de replicacion Acidithiobacillus thioxidans
plasmidica A

Hipotética (1527-1805)¢ | Proteina hipotética Acidithiobacillus thioxidans

Exclusion de

(1824-2228)¢

Proteina de exclusion de

Providencia rustigianii

entrada entrada

MobA (6560-8401)° |Proteina de movilizaciéon A Acidithiobacillus caldus
Hipotética (1226-1549)¢ | Proteina hipotética Acidithiobacillus thioxidans
XerD (2281-3171)°¢ |Tirosina recombinasa XerD. | Acidithiobacillus caldus

(©: Cadena complementaria
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6.6 Origen de Replicacion.

Al realizar un BlastN contra la base de datos del GenBank con la secuencia del plasmido
pAfPQ33-1, se encontré una identidad del 85% con una region rica en GC perteneciente al
origen de replicacion putativo del plasmido pTF91 de Acidithiobacillus ferrooxidans (Figura
8). En el plasmido pAfPQ33-1 esta regién comprende de 175 pb y se encuentra antes de la

region codificante para la proteina RepA.

pAF-PQ31 CGARRGGGEEERGCCGATGCCGEA-—GGCATTGGGGERACGECGTICCCCRARGGGEGGETCGR SB
prESY.  aEaaes GGGEGGAGCCGCTGCCGTATAGGCAGT GEGEGACGCAGTCCCCGRAGGGGGTCGR 54
W W R e Ve Wy

pAF-PR31 TCCGGCGAGECGARGCCGAGEACAGEEGGACCAGCAGGETCCCCGCCAGAGATCTTTGCG 118

pTFal CCCGGCRAGCCGRARGECGCGEACAGGEEGRCCTGCTGEETCCCCGCCGEGEATGTTICGCG 114
W W W W W W W W W VW W W OWE WY W W WY W W OW W WO W W WO W W W W W W W W W W WO W

pAF-PQ31 CCCGGCGCCGARGECEGCARGTGGGOGCTCCTICTTICTTCCGCTGTGEGETTATCCACC 178

pTFAl1 CCTGGEOGCCGGAGEOGECARGTGGGCGCTCTTT——————————————————————————~— 147
e W R e R W R W R R W R W W

pRF-PQ31 GC 180

pTFo1 =5

Figura 8. Alineamiento del plasmido pAfPQ33-1 y el origen de replicacion putativo del

plasmido pTF91 de At. ferrooxidans.

No se encontrd un origen de replicacion para el plasmido pAfPQ33-2 utilizando la base
de datos del GenBank. Sin embargo, al analizar el contenido de GCskew utilizando el
software ARTEMIS, se obtuvo un valor minimo el cual posiblemente pertenece al
origen de replicacién del plasmido (Figura 9) segun estudios realizados en bacterias
extremdfilas y arqueas (Lopez et al., 1999). El posible origen de replicacion se

encuentra aproximadamente a 100 pb de la region codificante de la proteina MobA.
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GC Deviation {G-CHG+C) Window gize; 180

N NPTV
TR Vo

Figura 9. Diagrama de GCskew muestra el posible origen de replicacion del plasmido

pAfPQ33-2 de At. ferrivorans ubicado entre los valores minimos de (G-C)/(G+C) como

se indica entre barras.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Diecisiete de un total de 24 aislados de Acidithiobacillus sp albergaron un plasmido, lo que
equivale a un 70,8%. Martin et. al. (1981) obtuvo 11 de 15 cepas de Acidithiobacillus
ferrooxidans que albergaban plasmidos (73,2%). Shiratori et al. (1991), reportaron 95 cepas
portadoras de plasmidos de un total de 131 aislados analizados (72,5%). Ambas cifras de
referencia concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio. Ocho de los plasmidos
reportados provenian de cepas aisladas en Puno y fueron identificadas como At
ferrooxidans. Al presentar un peso molecular similar, se puede sostener que posiblemente
albergan el mismo tipo de plasmido y que estos ademas podrian ser transferibles entre
cepas de At. ferrooxidans debido a su elevada frecuencia de aparicion. Adicionalmente el
tamarno de estos plasmidos (12 Kb) fue similar al obtenido por Rawling et al. (1984) para el
plasmido pTF-FC2. Asimismo, las cepas aisladas de Huancavelica fueron identificas como
At. ferrooxidans, en este caso se aislaron plasmidos de aproximadamente 8 kb, mas
pequenos que los encontrados en Puno, pero cuya frecuencia es baja, lo que podria

significar la presencia de plasmidos naturales de At. ferrooxidans.

Siete de un total de ocho cepas aisladas de Cerro de Pasco presentaron al menos un
plasmido. Cinco de estas cepas fueron previamente identificadas como At. ferrooxidans, y
dos de ellas como At. ferrivorans (PQ33 y PQ510). Los plasmidos aislados de las cepas
provenientes de Cerro de Pasco presentaron una mayor variedad de tamafios moleculares
y un mayor numero de plasmidos presentes por aislado, a diferencia de las otras dos zonas
estudiadas, esto se observo en ambas cepas de At. ferrivorans. La diversidad encontrada
de plasmidos se debib a que todas las cepas evaluadas provenian de aislados obtenidos a
4 °Cy el aislamiento de las mismas se realizé en el momento en que llegaron las muestras

a Lima, de modo que la diversidad bacteriana no se vio disminuida. Los plasmidos aislados
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de At. ferrivorans, fueron seis en total, dos de ellos presentaron un tamano similar (~12 Kb)

a pesar de provenir de cepas diferentes.

La cepa PQ33 presentd algunas dificultades durante la extraccion de plasmidos ya que las
células mostraban una gran capacidad de adherencia al hierro, lo que se evidenciaba en el
color rojizo de las células luego de varios lavados con agua &cida. Por ello, las soluciones
de lisis y precipitacion de proteinas no actuaban eficientemente durante la extraccién, ya
que entre otras cosas como la aparicion de proteinas en la muestra, el hierro presente en
el precipitado celular inhibia la accién del EDTA, impidiendo que actue correctamente sobre
las DNAsa presentes. Es asi que la cantidad de lavados se aument6é a ocho y
adicionalmente la cepa se hizo crecer en medio 9K a pH de 1,6, para disminuir la rapida
formacion de jarosita y la disminucidén notable de la biomasa que la acompariaba. EI DNA
plasmidico probablemente sufrié algun dafio durante la extraccién debido a la cantidad de
lavados necesarios para la eliminacién del hierro, lo que podria explicar la aparicion

continua de las tres conformaciones plasmidicas en el gel de electroforesis

El objetivo principal de los proyectos de secuenciacion de DNA es adquirir conocimientos
acerca de los procesos acontecidos en un organismo. La comprension de como se
desarrolla un organismo, sobrevive y se adapta a diferentes condiciones ambientales nos
ayudan a comprender las vias de regulacion existentes. Un paso importante en la obtencién
de esta informacion valiosa es la anotacién, que principalmente consiste en la identificacion
de los genes, la prediccion de su funcidén y lo mas importante sus relaciones funcionales.
Por esta razén, las herramientas utilizadas para este proceso, deben ser en conjunto, lo
suficientemente robustas, ya que los genes anotados de manera inadecuada, podrian ser
utilizados errbneamente como referencia para el reconocimiento de nuevos genes. Asi, la

anotacion de los plasmidos pAfPQ33-1 y pAfPQ33-2 se realiz6 utilizando el software
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PROKKA que utiliza una base de datos curada, y adicionalmente se realizd una anotacion

manual usando ORFfinder contra la base de datos del GenBank.
Proteinas Conjugativas

Entre los genes que codifican proteinas participantes en el proceso de conjugacion tenemos
a traD, ademas presente en ambos plasmidos con una identidad mayor al 40% frente a la
proteina del organismo mas cercano, At ferrooxidans. La proteina codificada por traD
pertenece al sistema de secrecion tipo IV en la membrana interna de las bacterias Gram-
negativas y esta directamente involucrada en la transferencia del DNA en bacterias
portadoras de plasmidos F* (Panicker y Minkley, 1992); adicionalmente encontramos al gen
de la proteina de exclusién de entrada, esencial en la maquinaria conjugativa ya que actiua
como una barrera en la transferencia de DNA entre bacterias que comparten el mismo o
cercanamente relacionado factor F* (Garcillan y De La Cruz, 2008); el gen mobA, presente
también en ambos plasmidos con una identidad mayor a 40%, cuya proteina esta
posiblemente implicada en la funcidn relaxasa de movilizacion del plasmido desde la célula
donadora hacia el complejo del pili para su trasporte a la célula receptora. Esta ultima
proteina ha sido reportada en plasmidos movilizables no conjugativos de At. ferrooxidans,

como parte de su maquinaria de movilizacién (Rohrer y Rowling, 1992).

Adicionalmente se encontro6 el gen de la proteina tirosina recombinasa XerD presente solo
en el plasmido pAfPQ33-1 con un porcentaje de identidad mayor al 70%, esta proteina tiene
la funcion principal de separar dimeros cromosdmicos luego de la replicacién bacteriana,
pero también actua resolviendo formas multiméricas originadas de la recombinacién

homologa en una variedad de plasmidos multicopia (Hallet et al., 1999).

Dado el tamario de estos dos plasmidos 10 Kb y 12 Kb, es probable que sean plasmidos

movilizables, debido a que no se ha identificado la maquinaria completa de genes de
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transferencia, presentes en un plasmido conjugativo, sin embargo, ya que no se han hecho
ensayos de conjugacion con cepas de At. ferrivorans que no presenten dichos plasmidos,

no podemos descartar su capacidad de conjugacion.

Sistema Toxina-Antitoxina

Los sistemas toxina-antitoxina (TAS) son abundantes, diversos y estan presentes en una
variedad de elementos de transferencia horizontal que presenten genes implicados en
mecanismos de resistencia al estrés en bacterias ambientales. El sistema toxina-antitoxina
HicAB fue descrito por primera vez en un plasmido, estd codificado en un operon
conformando por dos genes que codifican proteinas relativamente pequenas. La proteina
HicB, a menudo contiene un dominio helix-turn-helix de unién a DNA y una RNAsa H, ambas
tipicas en el sistema toxina-antitoxina. Por otro lado, la proteina HicA, perteneciente a la
familia YcfA, actua como un mRNA de interferencia, tipico en las toxinas (Makarova et al.,
2009). En algunos casos la proteina HicB se encuentra sola, mientras que HicA se
encuentra siempre que, al menos un gen hicB esté presente. Generalmente el gen hicA se
encuentra adyacente al gen hicB en la misma cadena codificante, pero algunas veces esta
posicionada en la regidon upstream de hicB en la cadena no codificante (Makarova et al.,

20086).

En el plasmido pAfPQ33-2 se identificé el gen que codifica la proteina HicB (antitoxina),
mientras que en la cadena complementaria, se encontré un gen que codifica a una proteina
de la familia YcfA, por el contexto gendmico, se podria asumir que se trata de un homaélogo

de la proteina HicA (toxina).

42



Replicacion y Regulacion de la Replicacion

El gen de la proteina RepA helicasa encontrada en el plasmido pAfPQ33-1 tiene un alto
porcentaje de identidad con la helicasa de replicacion del plasmido de Acidithiobacillus

thiooxidans (98%).

Por otro lado, cabe resaltar que si bien no se encontraron genes de replicacién en el
plasmido pAfPQ33-2, se reporta un proteina chaperona putativa DnadJ, que no solo se ha
reportado asociada a la funcion de re-plegamiento de proteinas bajo condiciones de shock
térmico o estrés (Xiao, 2007), sino también se ha demostrado su asociacion con la proteina
RepA de inicio de la replicacion en plasmidos, de modo que forman un complejo dimérico

que permite la union de RepA al origen de replicacion (Wickner et al., 1991).

Origen de Replicacion

El BlastN realizado contra la base de datos del GenBank usando la secuencia de pAfPQ33-
1, nos permitié identificar un posible origen putativo de replicacién similar al plasmido de

Acidithiobacillus thiooxidans, con una identidad de (86%), desde 1 al 456 pb.

No se encontr6 un posible origen de replicacién para el plasmido pAfPQ33-2 usando el
BlastN, sin embargo, al analizar los valores de GC skew, obtenidos con el programa
Artemis, se observo un patrdén de caida de estos valores que segun analisis realizados en

bacterias extremofilas y arqueobacterias corresponde al origen de replicacion.
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PROTEINAS DE ADAPTACION AL AMBIENTE

Endorribonucleasa VapD Putativa

La proteina VapD ha sido estudiada como un factor de virulencia asociado con el género
Pseudomonas, esta es un endorribonucleasa de la familia CAS2 que juega un rol importante
como proteina de proteccién a la invasidén de elementos genéticos extracelulares. Ya que
muchas de las proteinas de la familia CAS2 han sido relacionadas a la degradacion de
mRNA de interferencia, se sugiere que VapD podria representar un nuevo grupo de

endorribonucleasa especifica de mRNA (Beloglazova et al., 2008).

El plasmido pAfPQ33-2 present6 un gen que posiblemente codifique una proteina putativa
VapD, cuyo porcentaje de identidad con la endonucleasa reportada para Pseudomonas sp.
es elevado (65%), y probablemente tenga una funcién importante en At. ferrivorans por lo
que su capacidad de transferencia horizontal se ha convertido en una ventaja para esta

especie.

Porina Fosfato-Selectiva O y P Putativa

Durante los procesos de biolixiviacion diversas condiciones pueden afectar a las bacterias
involucradas, entre ellas esta la falta de nutrientes como el fosfato inorganico que es
esencial para el metabolismo de estos microorganismos. Asi, la privacion de fosfato genera
la activacién de genes que codifican proteinas que permiten la recuperacion de fosfato
ambiental (Bobadilla y Parada, 2009), una de ellas es la Porina fosfato-selectiva O y P, la
cual tiene un sitio de unién especifico al fosfato/ ortofosfato y se encuentra sobre-expresada

en condiciones de inanicion (Poole et al., 1986).

El plasmido pAfPQ33-2, presenta el gen putativo de la porina fosfato selectiva con un

porcentaje de identidad de 73% con la porina presente en el cromosoma de At. ferrivorans
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y una longitud de 417 aminoéacidos, que coincide con otras porinas fosfato encontradas en
bacterias del género Acidithiobacillus. La presencia de un gen de una proteina implicada en
la adaptacion a condiciones de estrés ambiental en un plasmido se explicaria por la rapida
adaptacion de esta especie al frio y su condicién de psicrotolerante, evidenciada por su

capacidad de crecimiento in vitro en comparacion con cepas de la especie At. ferrooxidans.

Diguanilato Ciclasa-Fofodiesterasa (C-di-GMP) con Dominio Quimiorreceptor de

Unidn a Zinc

El C-di-GMP ha sido identificado como un importante segundo mensajero involucrado en la
regulacién de varios procesos fisiolégicos y juega un papel esencial en el ataque a
superficies mediante la formacién de biofilms, controlado por la produccion de
exopolisacaridos (EPS). EI C-di-GMP es sintetizado por la diguanilato ciclasa (DGC), la
cual presenta el dominio GGDEF, y es degradado por la enzima fosfodiesterasa (PDE), que

presenta el dominio EAL (Ruiz et al., 2011).

Recientemente se estd estudiando la via del C-di-GMP en bacterias del género
Acidithiobacillus, involucradas en procesos de biomineria, debido a que la adherencia a las
superficies sulfuradas es una caracteristica esencial para mejorar la eficiencia en la
biolixiviacién. En At. caldus y At. ferrooxidans se ha reportado la expresion de la enzima
DGC; para la primera especie se encontré alrededor de dieciocho ORF’s funcionales y se
demostré que las cepas mutantes del gen que codifica esta proteina perdian su capacidad

de adherencia a superficies de azufre (Castro et al., 2015).

El genoma draft de At. ferrivorans reporta aproximadamente 16 genes putativos para la
codificacion de la enzima DGC, muchas de ellas presentan los dominios GGDEF y EAL
presentes, asi como una serie de dominios sensores, entre ellos el dominio quimiorreceptor

de unién al zinc (CZB). Estudios realizados en E. coli demostraron que la formacién de
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biofilm era dependiente de la actividad DGC-CZB o comunmente denominada DgcZ, que
estuvo modulada por la disponibilidad de zinc, ya que la mutacién en los aminoacidos que
coordinan este ion generaba una disminucién en la formacion de exopolisacaridos en las

cepas estudiadas (Zahringer et al., 2013).

El plasmido pAfPQ33-1 presenta un ORF que codifica la proteina DGC con la presencia de
los dominios GGDEF, EAL y CZB. Los dos primeros dominios presentan un porcentaje de
identidad de 78% con los dominios GGDEF/ EAL de At. ferrivorans SS3, mientras que el
dominio CZB es similar (63%) al presente en At. caldus. La expresion del gen de la
diguanilato ciclasa representaria una vez mas un claro ejemplo de la capacidad adaptativa
de esta especie, ya que la eficiencia de oxidacién de diversos sustratos metalicos aumenta
con el incremento de su capacidad de adherencia, hecho que se evidencia en su cinética
de crecimiento y ademas en la adherencia a hierro y cobre observada en los lavados

celulares durante la extraccion de DNA plasmidico.
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CONCLUSIONES

Diecisiete de un total de 24 aislados de Acidithiobacillus sp. albergaron al menos un
plasmido. Once de estas cepas fueron identificadas como Acidithiobacillus

ferrooxidans y dos de ellas: PQ33 y PQ510 como Acidithiobacillus ferrivorans.

Se reporta por primera vez pldsmidos caracterizados molecularmente de un cepa
nativa psicrotolerante de Acidithiobacillus ferrivorans, con posible capacidad de
transferencia horizontal y sistemas de regulacion implicados en el mantenimiento

del plasmido.

El plasmido pAfPQ33-2 de At ferrivorans presenta el gen putativo de la porina
fosfato selectiva, hasta ahora reportado sélo en el cromosoma, cuya funcién es la
recuperacion de fosfato y posiblemente esté involucrada en la adaptacion de esta

especie durante condiciones de estrés ambiental.

El gen de la proteina diguanilato ciclasa, reportado en el plasmido pAfPQ33-1,
presenta un dominio regulador dependiente de zinc y dos dominios involucrados en
la sintesis y degradacion de C-di-GMP, mensajero que media la formacion de
biopeliculas, importante para la adherencia de At. ferrivorans a sustratos sulfurados

y su aplicacién en biomineria.
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Anexo 1.

Table 7. ORFs identificados en el pldsmido pAfPQ33-2 de At. ferrivorans

Tamario del

ORF's Localizacién producto % Covertura E-Value % Identidad Description del ORF Organismo Relacionado

TraD 367-777 135 53 let0 51 Proteina de transferencia en Burkholderia cepacia
conjugacion TraD

Porina O/P (4471-5724)¢ 423 99 6e 132 68 Proteina fosfato selectiva O y P Acidithiobacillus ferrivorans
de membrana externa

H (781-1008)° 76 98 Te*? 92 Proteina hipotética Acidithiobacillus ferrivorans

Eep 3272-3706 143 96 9e 14 31 Proteina de exclusion de entrada Providencia rustigianii

H 5779-6456 228 91 2e” 25 Proteina hipotética Acidithiobacillus thiooxidans

H 3750-4022 91 70 5¢33 94 Proteina hipotética Ferrovium myxofaciens

H (1085-1327)¢ 82 95 3¢ 41 Proteina hipotética Thioalkalivibrio

. Proteina de la familia HicB con
- c 32 o .

HicB (6542-6901) 120 95 3e 50 dominio nucleasa de la RNAsa H Desulfovibrio fructosivorans

VapD (7580-7918)¢ 113 83 1e3 65 Endonucleasa VapD asociada a Pseudomonas sp.
virulencia

HicA (6904-7131)¢ 76 94 4e10 42 Proteina de la familia YcfA Geobacter sp

Dnal (8026-9213)¢ 401 86 Te33 34 Chaperona DnaJ Alicycliphilus denitrificans

MobA (9415-11913)¢ 845 47 8e ¢t 44 Proteina de movilizacién A Acidithiobacillus thiooxidans

© : Cadena complementaria
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Anexo 2.

Table 8. ORFs identificados en el plasmido pAfPQ33-1 de At. ferrivorans

Tamario del

ORF's Localizacion producto % Covertura E-Value % Identidad Description del ORF Organismo Relacionado
TraD 8582-8989 137 53 2e 41 Proteina de transferencia en Acidithiobacillus ferrivorans
conjugacion TraD
Diguanilato Ciclasa-Fosfodiesterasa
Dgc 3785-6429 837 99 0.0 78 con dominio quimiorrecetor de union Acidithiobacillus caldus
a zinc
CopG 3345-3599 85 80 8et’ 54 Reg}l!ador transcripcional de la Fischerella muscicola
familia CopG.
Proteina Hipotética con regién N-
H (8928-9491)° 191 90 9eB3 47 terminal de unién al DNA en la Acidithiobacillus caldus
replicacion plasmidica
RepA 324-1211 299 94 0.0 98 Proteina de replicacion plasmidica A Acidithiobacillus thioxidans
H (1527-1805)¢ 93 98 2e® 96 Proteina hipotética Acidithiobacillus thioxidans
Eep (1824-2228)¢ 136 99 4e78 88 Proteina de exclusién de entrada Providencia rustigianii
MobA (6560-8401)° 623 80 2e8 47 Protefna de movilizacién A Acidithiobacillus caldus
H (1226-1549)¢ 108 88 le™* 89 Proteina hipotética Acidithiobacillus thioxidans
XerD (2281-3171)¢ 300 70 le*t 71 Tirosina recombinasa XerD. Acidithiobacillus caldus

© : Cadena complementaria
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Anexo 3.

SECUENCIA DEL PLASMIDO pAfPQ33-1

ORIGIN
1 cggcgaggceg
tctttgcgcece
61 cggcgccgaa
tatccaccgce
121 cggaggcgtt
ggtttctgga
181 ggccttatgg
aattggtgtg
241 ggtaaaggta
tatccacagg
301 ctggcgtaga
cattcgcgct
361 ggtttcttta
tttttggtag
421 aaggtgacta
ctcattagaa
481 tctgacaacc
gccactcttce
541 tcatgcaggg
tttcctagcect
601 atctcatata
atccagagtt
661 agcacgtggc
ctctaccgct
721 gtcattcggt
gccaaatcct
781 gcacgctcac
gcttaatcta
841 cgcaacgcgt
cgttgtaacg
901 agaaaatcat
tcgattgaca
961 gcctccataa
tgttgcacag
1021 ccatatggcc
acgaacccgc
1081 ctgtctccgg
gtctttcggt
1141 gccgcatcca
tgggcgtagg
1201 tggctaccca
agattctcca
1261 tgtattgacg
gacttgaacc
1321 atgtgatgac
tgatctagaa
1381 cttttgcttc
tcgatgtcat

aagccgagga
ggcggcaagt
aaaagctttt
atattggcecct
cgtgtctatc
ttatccaccg
gcatgtcccg
catctgcgtc
ctttaatgag
tggcagtggt
tacgcctgtc
gggccttaac
tgtcttttcc
gttttccatc
cagccatccg
aggcgacaaa
gttgacttat
caggctgtat
cacgtaaagc
aaatgtcagc
tatcgatgac
cagaacctgg
gtcttgatcg

tttccagaaa

cagggggacc

gggcgctcct
cttaaagtta
gcgggtatgt
cacagaaacg
ctgtcatgct
gatctgcgcc
atgatcaaac
cctccgaaac
cgcccgceceat
taacggcttg
cgatctaaac
cctctcgaca
tgtttctatg
atcataacca
tctgaccgtt
gcagtaaatc
ctcaacctta
aaaaagagga
aatgaaaaag
agcgcctacc
ttcatcaaga
actcttatgg

tcggcactca
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agcagggtcc
tctttecttece
aaaacgcgcg
ccgtgtgggt
cgtgtgtgaa
tgtttcgtag
attgagccgg
acgacttgat
tctcgcaaag
cgtggctgga
cgtagtcgaa
aaccaatctg
accttccagg
ttggtctcaa
actccagcaa
cgacttatat
caaacgtctt
taattcccac
tgctccatgce
tctcgctgga
tactctgtcc
cttggtagcg
ttatcggttt

gctcgggcac

ccgccagaga
gctgtggggt
cgcgcgttac
aaaggtacgt
agtacgtgcc
ccttecttett
ctctgccgtt
agccaggcaa
tagccgaact
tgccgcaatg
agtaatcccg
ggagcgtgac
catcaattag
tacgtgtccc
ctggacgatt
catctctgcc
tatcatgaat
gttcgtaagt
ttgccgtatc
tatgcctgtc
atgcttctcc
cccaccgcgg
tttagcgccce

atcactataa



1441 catcacccaa

ttatcaaccc

1501 ctacagcacg

agatcgagtc

1561 tcccggcectgt

cctgttggtg

1621 tacacaacga

ggattcacca

1681 tattctcgcc

tgacgcatcc

1741 acaaaatcaa

ccattcaaaa

1801 atcatatgta

ttgcgccact

1861 ccaaagccat

ctcacgaagc

1921 caagccactt

ttcagactgc

1981 aacgcgctaa

gtcccatact

2041 gtgtcctttg

ctctgaagtg

2101 tcaataacct

atttatgtac

2161 ttttcgtaaa

tatgttgacc

2221 ttagccatgt

caaatcgcca

2281 tcaccgccac

ccgtatgcetg

2341 gatgttccgg

ggtcggccag

2401 cgcgaagccg

gcccegecag

2461 cgccccatag

tccececegtge

2521 actcaaaaac

tcctgecgceca

2581 ctgccgcagce

tctccteecgt

2641 ccgcagcggc

taatcctgct

2701 ctccaggtcc

gtccgtggceg

2761 gaacatcagg

ctttcgtggce

2821 caccagcagg

ccgaggccgce

2881 ccggcgcecttt

cggacggcga

2941 ctctgcggac

cgggtggcaa

3001 atcaggggac

tcactgtgac

cgcgtccaga
cgtaatcact
tagccttccg
ccatcaccct
tggcatcctc
cccegtgttt
caataataca
ccttctggtg
cctgttcctt
ttacactgtc
tgttgtcgcc
ttcgccecectte
gatgcgatcg
acgcacctgt
agtttctcga
tgtcccagat
caggcatgcc
cggcgcagca
agcgcctggce
cagcgctccc
tgggtggtgg
acctggtcca
aggatcaggc
cgatccacct
tggggggtgg
ggcgactctg

gatacggcag

cgattccagt
gcaggcttat
caatgagatg
tcccectcetatg
tgccacaatc
ttcaaggttg
tacttaccat
agttagcagt
ggccctaaga
tttatggccg
acaaaccaaa
acggtctgtt
gctctttccg
actttagtgt
agcgcgccgg
agtcctgaat
ggagcatgtg
gcgcccagaa
gatccagggc
gctcggccat
acagcccgcce
tccgcatgge
agcggtcgcg
ccagtgtggt
ctaccgctgce
cggacggcgg

gcccggacgce

58

ccgtttggga
tcatttgttyg
atccggacga
cgaccagtcc
atgatcccat
ataaggcgct
ggccaccacc
gctgtggttt
tattcacgca
cttttatcat
tccccgaaga
tctactgtta
accagccttg
tgtcgtcagt
gttggtggcc
gagccgggtg
gggatggggc
ggttttgcgce
cgcccecggtg
ccagcctttce
cttgagccgce
acaggcctcc
cagaccggtc
gagatgcttt
ggataacaga

ccctgcaggce

gaccggagcg

tattgcctga
cgttttcata
ggtttgcgcect
caacatagcg
cccacatttt
ttgcttcatc
aatgctttcc
tgccgacctg
gcacttcgtt
gtccttgact
cccttatcag
tagcaccagt
cagcttctga
gttatagctc
gtgtagcgca
tccgcecgecect
ggcagggaca
gacagcgccg
ccteccecttett
agcaggcgga
tggacctgga
gtcacccgca
cggggattgt
ctttcgccect
tcctgtcectg
gaccgcgctg

ggtgcatctg



3061 cgcttccgcet

gaaccacggt

3121 ctccgcctceg

tcgccaaaaa

3181 tctccgcecgt

ggtagcagca

3241 gaatcagtac

gcataaggtc

3301 ttgatggtca

gcgttgaccg

3361 ttcgactacc

cgcaaagtaa

3421 gcgtcagcag

gatgcagaaa

3481 ccagattcca

cttgagctgce

3541 tgggcaaggc

acggaatgat

3601 gaaaaacccc

tttcggacag

3661 gggctgaggt

ttgtctcacc

3721 cccctgaaat

cggtcccgga

3781 acggatgaaa

gggacccgga

3841 ctttcagatc

ccctggeteg

3901 gactttctac

gggactttga

3961 ccctcagcge

agcttcttgce

4021 tagccacctg

tacaccatcg

4081 tctgggtatc

gtcattggca

4141 gaagatactc

acgccttgtt

4201 ccgcctactg

cctccagaga

4261 gaccgatgcc

ccgttceccecg

4321 cgacgagtcc

tgccgcgcaa

4381 gagctccagt

atttgcttac

4441 gctggaatgc

atgccggaga

4501 tccctgctgg

aagacccgcg

4561 cgcgccggaa

tttttccctt

4621 cggggcgcag

gctacttcca

ggcatccccc
atccccctcet
gatcgtaatg
attaagactt
taccccaacc
ggatgacaaa
gcttatcgac
gttaagggca
ggtagatggt
gtccgaatct
gggtgtccga
ttgcaaggaa
ccactacagg
atcgatcggt
gactacctgc
ctggatgccc
gacacgtcct
gcgccttect
caggagcagg
atcggcgacc
gaaaggctgg
ccgcgcccgg
gttcgcctgg
atagccgggce
gaagccctgg
tggatcaaag

gatctgcgcg

cgaacaattc
tccgtttecg
tcccatgata
cgccggccgce
ctcacgccgce
catcgccgcece
gagatgacca
agtcgcgggce
gtacacgaca
atcgcccegt
aagggaccgg
gcggaagcca
ggagttacct
accgggccat
tttcctaccce
tgatcgagaa
ggcgggagtc
gggtcgccgg
tccececgegag
tgatgaccca
ccttgttcga
aggcgttgct
ccggttatgt
ttcctcetgcece
aaagcggaca
ccttgcggaa

gtgtagtctt
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ccccectgaccg
cccggtttcece
gccccttatg
aggccacgag
caggagatgg
tgaaggagct
ccctcatgcet
aagggaaggce
gccagatgtt
ccagaaggca
ttttggacag
tgaaaaacat
cccggatttt
tctcgatgcg
ggccaccgcce
acagaccgat
catgcgcaaa
agcctatgtc
cgaccagaag
gctcgacggce
cgtgttgctg
ccagcaaatc
cgtgactggce
agacctgcag
ggcggtcatt
ccgcgttgag

gattggagtg

ggcacgaccg
ccgtccacca
gagcttgccc
acagaatggc
caccatgagc
ttccaggcag

ggcggatttc

gtctcgcggg

ccggggcgga

ctttgcctac
ttagtagctg
cgaatcagca
ttgggcctac
gaagcaccgg
gccgtcettte
catgcccgcec
gtcggcgcegt
ctctactggce
gtgttgcggg
tacgcccgceg
aatgtgcttg
tgcgaagcct
ggcatggggg
ataccgaagc
cagtccgtgg
gaactcggga

cgcgaaaagg



4681 ccgggtcgga

tattgctgct

4741 gcgcaaccaa

tctttcggga

4801 tcgcctggaa

gggtggcgtt

4861 cctggacctg

tcggagacca

4921 attactgcaa

acaccctcgce

4981 ccgcatgggg

tggacaattt

5041 cgaggggatc

tctatggcga

5101 atccgtcagt

acagcgatgce

5161 cgacacgctg

ccggccggga

5221 ccagtttcat

cgtccatgcg

5281 cacgctactg

agcccatcgt

5341 ctccagtgcc

atccggagca

5401 gggactgctt

tcgcgcecgtcece

5461 catcggccgc

aaagggaggg

5521 attgccgttg

ccecgttttet

5581 ggaagacctg

aggtagagat

5641 cgagatcacc

tcttgcactc

5701 ctgccgccge

acgcttccct

5761 gacctacctc

tcgtgcgcaa

5821 catgatcaat

ccagccgcecat

5881 gctgggcctg

ccttgctggt

5941 caagatgggc

cggccgagga

6001 catccccgge

ccttgccceccce

6061 ccccatggac

cgacgttctc

6121 cgcgccctge

tgccgaggag

6181 tattgccata

gcagtcaccg

6241 ggtttctctc

cgcggccaag

tcagcgtact
tccttgcgeg
ctcgcgataa
gacggattca
actctgggcc
ggtgatgagt
ggcgagcgac
gtctccggca
atacggcacg
ctgcataccc
gaacaggcac
ggttcggtct
gcgcctgegg
ttcgtcecctgg
cgcctgtcgg
cgggaagcgce
gagtcggccc
ctgggggtac
cagcaactcc
gatccaaagg
gacgtgattg
tgcagtcatc
tggctcgcecc
atcctgccgce
gccaagaaaa
tggggcggtg

gcctcctgac

tcgacgcctt
accccctgac
aacagaccct
aggcagtaaa
aacggctgca
ttggcctgat
tgctggccac
gcctgggggt
ccgacatggce
tggccctgga
tgaacgacca
cgagcgtgga
cctttttcetce
aaacggcctt
tgaacatcag
tggccaggca
ccttgctcga
gcgtggccect
ccgcccatta
ctctcgceccat
ccgagggggt
tgcaagggta
gttttcgceccecce
caatcctgga
tccattcccce

gctgcggggg

ccgtcatgaa
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tgcgcatctg
cggtctaccce
gcggaccgat
cgaccgacta
ggcgcagttg
acttccgaat
catccgcacc
gaccctctat
gctctatgcc
cgatgccgta
ccgcctgcett
agccctcatc
cgccctggat
gcgccaaggg
cacgcgtcat
tccgggcecttg
cctccaaggce
cgacgacttc
catcaaaatc
cgtcgcagcg
ggaaacggca
tctecttectee
ggctcccecgg
agcgcacatc
gcccacgtcecce
gaagccgcgc

cggctgcatc

ggcgaattgg

aatcgcgccc
cgcttgctgg
ggccatggcg
cgaccggggg
ctggagagcg
ccgatggaaa
cctctggacg
gccaaggatg
cagaccacag
ctgcactatc
cgcctgcagce
catcctcgcce
gagatctggc
ctgctcgatg
cccccggaac
gcgcaggaaa
ggcaccggca
gatcagagct
gtgatcaccg
gatcacgccg
aagccgctcc
ctgggggatg
ctgcgtgtgce
tggaagagga
tcctatttygg

aactcgcccg



6301 cgtctcctgg
gctggaagaa

6361 gaaaaccgct
gacagtacac

6421 acaccgtaac
cccgcecgagg

6481 cctgcgcggce
gccccagagt

6541 tgagttgttg
ttgctgcggg

6601 ccgtgccttt
cggttcgcgg

6661 cctgccgctc
tcggagacgce

6721 tgaaccccgc
gtcccctecga

6781 tcattaactc
atatcgttta

6841 tcccccgtgg
ctgccctgat

6901 tatccctgac
ttctgctcaa

6961 cggcccgctc
cgccacgcct

7021 gccacggcgt
ggtgcccacg

7081 gttccgtggt
cgccgctcect

7141 gcagcgcggc
tagacccaga

7201 tccggcgacc
tgttcatatc

7261 ctgcttggcg
tgctcggcecca

7321 atgccaataa
cgctctcget

7381 ccagccgcag
tcccggagac

7441 gggtttcccg
gcttcaatga

7501 cggcctggceg
cgctccggtg

7561 cattctctga
ggacggtcga

7621 gggcgtcagc
tccaccgtgg

7681 cggacatatc
atccgggcecat

7741 cgatgcccgce
cgcacacggt

7801 cggtccaggt
ggtatcggca

7861 ggcgctcgcg
aacagcgtct

acgcaggaga
tgctgttgga
gccccgcata
cagtgtttcc
gacacatcat
ggtcggctgce
cgcctcgatce
ttgtaacgcg
cgtccagccc
attctccgcet
attcagtcca
tgcggttgcc
ttttttctcc
acgccaggag
tttgaccgcc
gtactctcct
gtaggcctga
cccectetgg
atcccgcecgcec
ccgggcaatc
ctcggccttg
cccggcatgg
tttatccgceg
cagatatgct
ctgctccagce
ggatgcgggc

ggtctttcgce

taaggagggt

acaagtgcaa
tatccaccaa
gcagtgccga
catccaggtc
ttctttcgta
tgttgcctag
gctgacgccg
ttggctttcg
ttcacaatgg
cccaggtcag
atcccatagce
cceccgcaccg
cgctgtgcgg
gcctgcgcett
ccctgaccat
cccacatcca
cgggccttcecc
gcctgtatcce
tccgcecegett
gccgcctcga
gtcagcaccc
aactgccgcg
tcgcgttgceg
gcttcgttgg
accacctggt

gctccgggcea
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gccttggcetce
gccatgacga
acgaccgttt
ttggcgtttc
cccagtcgtce
aaagttcctg
cacttttctc
ccgccaaccg
ccaactccag
cgcccgtatce
gacgcatccg
gctctgccag
ctacagcgtc
catcgacgtc
ccggcagatc
cggggacgcg
agtcggtttg
tggcggcatc
gcaaaagacg
cccgcteccge
aatccaccac
gccctttett
cccagatcgg
cttccagcgt
ccagccccte
catcaacgtc

ccttggcatt

agggagcgct
¢ggagcggceg
gatggacacg
tggacaaaac
accgggaccc
ctgacgctgce
aagcacttta
aaaaccgtcc
catcaacgga
gatgatctcc
aatataccaa
cgttttttcc
cgctaccatg
attcgcctcc
attcggcggg
gcgctcgacc
ggtccgcaac
ggcggcctga
cgcacgggcc
tgcccgcecgg
catctccgcece
cggctccggg
atcttcttcc
gcgatggtcg
ccagagagga
tttgtggccg

gggctgcttg



7921 cggcatcacg
acgtgccgat

7981 gctcggggtg
accccgcececat

8041 ccaccgtggc
tcttgggaca

8101 attcttcggg
cgctcgtggg

8161 cgtcgctggce
aaattgccgg

8221 attcggcatg
gtgaccccat

8281 cctgcacctg
cgcgccttte

8341 caccagcgcc
taaatcgcca

8401 tacgctctcc
ggacatgatt

8461 aagcgcgcct
atcatatcgt

8521 ctagcatggg
tcgaggaaca

8581 catggcccgce
ccgccgatge

8641 gcaattacgc
cccgcaagga

8701 gcgcaacaag
tcctgtcect

8761 ggaccgggga
aggggaaccc

8821 cgagaaaacg
gggaaacaga

8881 gaaggccaaa
gtccggctcecce

8941 gctgggcgct
cgcctccagce

9001 gcctgccgcet
cgcctcetttg

9061 gcccgtgcett
cgccatttca

9121 gccagatcgg
cgtcgagaac

9181 tgcgccaaca
ccagaccgcc

9241 tggaaggccc
ctccggcatc

9301 gccggcgcgce
cgccaggctc

9361 ccccgtccga
gccgagggcc

9421 tcgaccgccg
cggtacgatg

9481 gcctcgtcca
ttatatgtaa

ctccacgcca
ggcggcgtcc
gacttcctga
aagggctgcc
gtcccagaaa
aacgagctcg
ctcccggacce
tttgccgetg
ggggtgcagg
gctttgcagg
gcaacaggga
ctggctgcac
aaactccggg
gcgctgattc
accctcctgg
gcactatgga
aaaaagacag
gcccctceecga
ctcccgcececat
ccgccgcectg
agagcgccgt
gcgcggegtg
ctgtcaggtc
tctcggcegtce
tccgggegeg
accggacgtc

tgattgtctc

tccatgatgce
tgctggtgga
gcaaaaaccc
tcgacctctc
cgggcggggt
gcgcgcttgt
ttcgtgtatg
ctcttgctgce
ggcgcagccc
atacggcatg
atcgcgtgga
agaaagaggc
cggaacagga
aggcgggcect
gcgggttgcet
aacaggcggg
aaccgaagga
cgacaacatc
gaccgcccegt
cgcacgggct
ctccagaccc
tctcecgeteg
gctgggcatg
ccggatggcec
aatcgccgcec
atcggcggtg

ctctaccatg
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ggtcggatag
tcgccagegt
gcgccagcgce
gataggtgca
ccgctacggce
cgatgacgat
acccttccecg
cactgctgac
ttgccgtgcet
gcggctcecett
tgatcgtatg
ggctctggaa
ccgcctggcg
cctggtggag
ggccctggtce
cgacgcggag
acccgcgcetg
ccgcgcaatc
tcctgaacca
tccgtgcaat

tcggccaggg

gccatcgceccc

gcgggggcac

tgcaggtgct

gcgttggtgce

atgggaccgg

taatttacta

caggatatga
gtacggcgtg
tatttgctgce
gccgttcgcece
ccaggeggge
ctcccgtacce
cagcaaataa
gtgcaggtga
catgtccgta
gtataggcat
acaaaggctg
aaggccaagg
cgaatctccg
atgacgagcc
aggagcgccg
atcacccggce
gacggattca
gcgccatgac
gggcttcttc
ccacctgctc
tccggcetcete
aggccgccga
tctccaggtce

tctgaatggt

ggttcgggcecce

cgggaaccgg

tgtaaacgta



9541 attacagata

gacatccaga

9601 ggggtcggcg

acgctaggac

9661 tgctggtgga

gttcggaatg

9721 aataaccgcc

ggaaagcccc

9781 gccaaggccc

gggttcccta

9841 ccccaagcgc

cgacggcgcc

9901 gcacagaccc

tgccacgcct

9961 tcggcgtgcc

tactccgtag

10021 caggcattcc

caaatcgccc

10081 gccactcctc

tcaaaaaaag

10141 cctgattcac

gggacggcgt

10201 ccccaaaggg

//

gaagtaaaat
gcgttgagga
gatcgggaga
aaaccgccct
caaatctgcc
cggaaaggcg
cgaaggagtg
gggcacggat
gccctctggg
gctgttcttt
tgctaaaccg

ggtcgatc

atttttacac

cggagcgcecc

cggcagggge

ggtgacacgg

ctacagcgca
atttacgcgce
cccgcecttgcece
tgctttcecgg
cggttgcggt
gcgcctgegg

aaagggggga
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agtgcccgcec
cttcccttge
tcgcaatgcg
gtacacccgc
cacaatgggc
ccgcaatgcce
acgccttecgg
ccatgcaaac
agcgtcgaac
cgctagagca

gccgatgcecg

gaccttggcg
agaggcccag
tgtcgaacac
cagccgctca
attggtggta
cattcaatcg
agtgcccgtt
cctcgcecgtag
gatttgcaag

aaagctcttt

gaggcattgg



Anexo 4.

SECUENCIA DEL PLASMIDO pAfPQ33-2

ORIGIN
1 taaagcactt
gttcacctgc
61 tctacggtct
cccgcectgeg
121 ccttttccgg
cattcgggcg
181 cctccttctt
gcgcgtttcet
241 cgaagagaaa
actcgattgce
301 tgtgcaacta
ggctcaggag
361 gggatcatgg
caaagcccgce
421 gccgatgcgg
gaaggccaaa
481 aaagaggccc
gatgatcctc
541 gcggatctcg
cctgctcggg
601 ggattgatgg
ctttcaggag
661 tggaaaagcg
atcaccaccg
721 gccaaaaacc
tacgtaagca
781 tcacactatc
cggcgtgatc
841 ctgatgcgca
cgggggcatce
901 ctcctccgea
gcgccttett
961 gcgctgcgcet
cgggtcctcect
1021 ctgtaagcgt
gctttttgtg
1081 agactcacac
cagcgggcca
1141 ggctatccaa
gtggcctcat
1201 ccatgccgag
gcgggctgga
1261 gggtgatttt
tcggtgatgce
1321 gctgcatgaa
ccccegttecce
1381 gtcctgcatc
acggcccatt

cgctggatcg
tttgtgcata
caccgcgact
tcttcttgcecce
cattaaagcg
tagagtccgt
tttccaaggc
ctaaagccgce
gcaagaaacg
tcgtgtcgga
cggtggctaa
ccggagatgce
ccgcgacggce
catccataac
cttttaccag
ccgatggcct
gcggtcatcg
gatactcaca
cacccgcaac
actcgcccag
cttgagcacc
acggacggac
cggactcact

acccgctgcecc

attgatccgce
ggcgccttceca
gtgggtcttt
gtctgcaaga
cgcctgcecett
gtatggtcca
agaacgacta
cctggctgag
gaatcatgcg
atccggtctg
aacgctggaa
cctgctggcc
accagaccag
gccgcccgaa
caccccgcecat
cgatagtggc
gatgatcgtg
atatagcata
tcggccaccc
gtgcggactt
acggcccagc
ccggcattga
ttttgaagcg

tgcgtaaata
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acccgctcaa
cgcagaatat
gcgtgtaggt
ctggccgccce
acctgacggt
aagttccacg
cagcaacagt
ttacgccgca
ctgtttgaat
cccgctgtgg
cacggaccgg
gaacgcgaag
acacccagcg
ggcttcccag
cagtgccagc
ccgcttgtceg
gataggcttc
aagtgagtat
cgcagccctg
cggtgcgggce
gctctttgcce
cgaggatgcg
acgaaaaggc

acccccgaaa

tcactgcgcce
accgcacatg
ggtattccgc
cgcagtggcc
gcgtctggaa
cgtgccgcecat
acgagatcaa
tccagaatca
ccgccggatt
accggggcege
aatcgacccg
ccgcccggcea
aatccttcat
gcccgcectgtg
agcgcccggt
cgttgatact
ctgggcatgg
cacataaacc
cgccttcagce
cgacttgata
gttccagggt
gaaggtttct
caaagtgtag

acttcacata



1441 ccacgcagtc

atgataaaac

1501 tcaacagcca

aaaaccgtcc

1561 atgaaatggc

ctcccggaac

1621 tgaaccgaag

ggcaacaccg

1681 tgaatctctg

aattcaaaga

1741 cgccacagtc

ccgtcaccgt

1801 gacggaagtg

ccgatgggaa

1861 ccccggtaaa

aacaggttta

1921 tccccaaaat

cgggatatgg

1981 aaagcagcac

gctcgtgcag

2041 gccacacccg

ggttgcggta

2101 gcgtcgggceg

cgctacgcgg

2161 tcctgagcaa

atttttcttc

2221 ttcgttcaac

tccctaatcce

2281 acccggactg

atcgatctac

2341 tgcgggtcca

ggcggcgtgt

2401 actcggaatc

ctgtccgtat

2461 cgcctttgag

gaataaacgc

2521 cctaggctgt

cagtttccat

2581 acggcgggat

ggggcttctt

2641 gggacgcttg

gcgcgagaca

2701 ggccgggacg

aggcgcggca

2761 aacgtgccag

gccacttgcecc

2821 acccccgcaa

gggggatggg

2881 ggggctgcag

cgctacactg

2941 tgcatgtttc

tggggaggcg

3001 tgttgtcacg

acctgccagg

ccatttgcca
agatcgagac
ccttctgttg
aggtcttatc
ggatctaccc
ggcgccacce
cgtaaaggcg
agcgcgctgg
ctgtggggca
ggcggaaaaa
ccgcactccg
atccgcaagce
aagctcttta
cagcccggag
cccttttcag
gcccgtcecggt
agcacacaca
ggcctatcca
ctctaggccc
cgggcctcat
caccgcatgg
atggcaaagc
tggtgtagat
cgtggctcat
ttgcagccag
ttgccctgtt

gcgtatgggt

gcgccgtgcec
cgtgttctgce
cgtcttagtc
cacgcgcccece
attccgcagg
tctggatcaa
gcaaaggaca
acaccatgta
ccctgtggge
gcggcgccct
tagcaggcac
gaatcacccg
tcggccttceg
ggagtaaggg
acagcggggt
cggtcggtcg
acacggctca
acggtaagcc
cggatatgag
cccccagcege
gcaaaacatc
cgcccgcgaa
atagcggaaa
acagggcgct
gtagaaagat
tgagagggtt

ttatcctagce
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gcttccctaa
aatgcctaca
agccccgtat
ggtgtaaggt
aaacccccgce
ggatcacggg
caaggttgct
cgcgcaaccc
aatgtggaca
ctccccagac
tccgegtege
ccactcctcg
gcctgtatcg
agggagccag
ggattaggac
gtcggccact
agagattcct
tgcacgcagg
cagttcccat
agcaagtaag
tctgaaaacc
gggcgcagaa
gggagaaaga
cgatgcgctc
tttgcttgct
aagggaccac

gccatttgta

aatttccgac
ggatggtccg
cagctcactc
gggacccaga
atgaaagcca
gaatggaaag
tggaccgatg
aaagactgaa
aaaccctgac
ccctcaccca
catgctcctt
ctcttctttce
acttcccttt
ggcgaaagtc
tttcgccecctg
caaggtggcg
ctccecgetge
cccttgcecggt
cctcteccggg
attcacaccg
ctacggcgga
aggccctgca
gaggctagag
ggcctacgtc
ggtaaaaagt
ggcaacagcc

aaaaattcct



3061 cggcggcagg
cgtccggagce

3121 caacatctca
aaggaaacct

3181 gctgtagtcg
cacgttatcg

3241 ttcacaatga
tattgagcat

3301 tacagaagct
acaacaagtc

3361 tggggctctg
tgtctgagat

3421 gcttagagta
atgaacaagg

3481 caacacgtcc
ccgcattgca

3541 ggaggttgtc
aaaaatggtt

3601 gcaggagcgg
aaccgccgga

3661 gcagcctgaa
caaaagggcg

3721 gcgcctttta
tacgggccta

3781 ccgcaatgga
cgaggacgcg

3841 tggatcaaat
ctggaacaag

3901 ctatgaatct
aggcagcaga

3961 tcacgttgga
gaactatcct

4021 gacaggacgt
caccggcacc

4081 cagagaaccc
caagacagaa

4141 tgatgcattc
gagcgcccac

4201 tacaaatccc
aatacgaacc

4261 tagttacttc
gtacttggct

4321 tttggctttt
tgttgtatac

4381 tttccacagg
gccgttattce

4441 ctgagactga
actagccgtc

4501 gcggcggcectt
cgctgatacc

4561 ggtccggttg
gacatctacc

4621 aatggttcat
ccgcttaggce

atgccagggg

ccaaagccac
tcaaatctgg
acactacaac
gcgcgactcect
agctttgttc
tttggcagcg
aaattagaca
aggcgacagg
ctagaacgat
gcacttcaaa
gtaatccatt
aaacatcgaa
cgctgaggat
ggtgaaacgt
caagctggcc
aaaatgggcg
agcaaaatca
tgtctaatcg
acacccctcc
atgactgggc
ttacacccca
gataggcaaa
tttgaggagg
ttgttgttcc
tttacggcta

ctcaaggcag

cctcgatccg
aacattcgcc
ttgagaattt
acgttcacag
ttgggaagag
caggggacga
ttcacggtgg
atgaacacgg
acgagttact
ctcaacaaca
aaagaaaaaa
aaaccgccta
aacctagttt
atgggcgacc
gagatcaacc
gagcgcatcg
gcctcatcgt
ggccatccgce
ctaagcgtgt
ttgcatctcc
tcctececgee
cacctcaagt
aagtatacgc
agtacctaat
tggcgttgcect
tgcgcaaatc

cagcggtttg
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aaaggatcgg
ttaaccaacc
ggcgtgtgcet
aatggggcgg
ccgaacaaca
tggcaagcct
taccgttcat
cctgttagca
gagaaaggca
gatacaagca
gtggtggccg
tgcttggcag
tggaacactt
tgaaacaccg
tgagtgagga
gacgcattga
tttgtctcaa
ccgtcctgte
gacgccgtgce
acctgtgctg
atgagccaag
ttcttgcatt
caaaggacca
atgaagaaga
tttgccacaa
actggcgccc

gtatttggtg

ggcctttgtg
ttatctgtgce
tcaccatgaa
acagtggcta
ctatacaaat
gccgttgata
aatagccaaa
gaaaaagttg
gatgaccgag
ctgatccatc
tggtgacaga
aacagactca
gcgccatatc
catgtctggce
aaccgatgcc
gcgccgtctce
aacagccagt
cgagcaccca
tgatctttcg
gcttagatta
tacctcaacg
ttcctgacac
tctggccagce
atctcgtagce
caagtagcaa
agcagtttgg

cgaaccgtat



4681 ttcaagggcg

ggataacgct

4741 gctatccgca

tggtaacgca

4801 tccatccttg

tgaagtcggc

4861 aagttcaagc

tgtattacgc

4921 agcatggccc

tggcaaatac

4981 gtattgaacg

cgactccacc

5041 tcactggatt

gatcccattt

5101 ggtgctggac

tgcccggtta

5161 cactatgacc

tatgaagctg

5221 cattctcttc

catccacggc

5281 aaaatcatgg

tcgcagettt

5341 ggaaccccta

gtatgctcaa

5401 gctgggctca

agcagttcgt

5461 ttcgactcgt

taacaccaca

5521 ctcggactga

tcagctgaac

5581 tacatcattc

tggcttcaat

5641 ggtggcgcat

tactctgatg

5701 ttgcagttcc

atcgaaagat

5761 ggcggccttt

tgaccagctc

5821 cgattggcgg

aatcgccaag

5881 gccttgcagt

aaacagaatg

5941 tctttagaaa

gcacatttct

6001 ccaaaaattg

tcttcctctce

6061 gtaattaacc

tgacactatc

6121 ccggtcggat

cttatgcaaa

6181 ccacaaaata

ctggggaaag

6241 ctattaccac

agatcaaaac

aggctgttcc
gcggctatgg
atgcatggtt
ttccegttgg
agtccctact
gtcggactgg
cctacaacgce
agagcgcctc
tcatggggcc
cttatgcacc
gcattctcta
acggttataa
atctctatca
ataccatcaa
actacttcgt
cttctgcgceg
ttggagcgaa
aggccggcett
tgcatttaat
caaaatcgct
ttgacccagg
aaaaggaatt
ttcaccgcetg
atgaaatgct
gcatttacca
aagcatttcc

ctatagatgt

cggtgtgacc
caacctgttg
aaactacgcg
taacgacgcg
tccagggcegce
taccgctcta
ttatagcgcc
cctcaacggce
tacactgaaa
tgcagcatcc
tgcagcggcg
tggttctaat
ggcgggctta
cgatcataac
caaccctaac
tcaaggaaag
tcaggctcca
ctaattagct
ggcatacacc
cattgtacta
cggtatatct
tttttccacc
gtcaacaaat
tcatcgtata
ttcagccata
tatgccaatc

ggccaagagt
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tataatatga
aacaacggtc
cccctaccect
aaaggcaatg
tctgcaggtg
ggttatgcag
ttcacgtccg
agcggcacct
gctgaaatta
gtctatacat
tatacccagt
gggatgtctg
acgccgctgg
ggtactgatg
aacccttatg
ttcggttacc
atcgatggtg
gataatggag
aagcaaagta
cgcaatgaaa
ggctggctgg
tatctaggat
gcggaagacg
cgcatcagtc
ggtaatacaa
gtcaccccaa

acttggaatt

tggctggcetg
ttggtaacaa
ttgctcagct
agttgccctt
ccatggttca
ctggcattgce
gaaatggaac
atttggtttt
gtggctcaga
ggaacgcgceg
taaagagtgg
ccacagattg
atatcgaacc
cgaagatcga
cggcagaggt
agccgaatgg
tcgcgtataa
aaaggccgct
ttcacgatga
aattggcagg
gcggaacccce
tggaatacgc
ttagaaccct
aggtttcttc
tacttattgc
aagatagtgg

catggtggac



6301 accaccccag
aaatcatagc

6361 tctctggaat
ggatatcgac

6421 agcgctcgcc
gacactttca

6481 gggctgaaaa
tccggtaaac

6541 ctcattccac
accatcgcat

6601 tgagcgatac
gattttggta

6661 ctctggcaat
accggcatcc

6721 cctgctcctg
tgtaacgctt

6781 cttccagcgt
atcagaaatc

6841 caccaccttc
aaggcataca

6901 tggtcattct
tgatcggtcg

6961 atgggcgggc
gactgccgcc

7021 atcgtgtcgce
caatctgcca

7081 ccccatgggg
tcaacgaatg

7141 atactacttg
cgtttttgag

7201 aggctctcaa
ctcaaaatca

7261 gctcttgaaa
ttgtcactgt

7321 gaccagcgct
gtggtctcca

7381 cggcggtcat
tcacgctcct

7441 gatcagcggc
tgcggcctga

7501 gcaaatcctc
gttcagccct

7561 gtctgctaaa
ctttttttta

7621 gatcgctgcc
cgcagcatcc

7681 gaatgtcacg
tgaacggcca

7741 gaacgcagga
tgttgccagt

7801 tgaatccgta
ccgtaagact

7861 cattgtgata
gcgtacatgg

aagaaatcgc
cgtgggcatt
aatgcctaga
tggcctcgaa
ccgcgttcecce
tcccectecatt
gaatttgccg
caaagcctct
ttcgccatcce
tgaaggcttc
cctgccacca
actggcagcg
caggtgattc
tggtttttca
taacatcgtt
cgtctgtcac
tgtgtttctt
gcccatctcet
atccgccagce
catcgccgtg
actcaatgaa
cgtctctgtt
ccgttccacg
caccgaagaa
cacggcatcc
gtcctctacc

ggcatccttc

cgcatacctt
attggttgcg
aaccaaggtt
agtgtccatc
tgacccagcc
ctggcccgceg
gaagccacgc
ataacagcat
gcaatgcatt
agcggacgca
ggcgcaaaaa
tcecgtcecatce
cgtgctgacg
tagcctcacg
tagcatcata
agtgacacgc
gattcggccc
tacctgggca
aaggcattgce
tagccgtcat
ttggttcatg
caggccgcect
gcgggcatca
gcaaaccagt
acggtatccc

agaatacgac

agggtttgcg

68

tccatttctce
gagttgatcc
ttgtgacact
aacccgtcta
ccttggcgat
cagcaagttg
ccccaccatt
tcaaggcttc
ctgtgaaatc
tctcgaacgg
ctttttgatg
gggccggata
ggcaaccacc
cagtttgatc
gacgacctct
tgaatcagtc
tgaatgaacg
tccccagatg
accatgcctg
ccagggcggt
tgccgcectge
ttaggtcggc
gatcgttgtt
cgaaccgtgce
caccaaaata
gaatatccga

tatccagatc

aaaaaacgac
aacgcggcgce
ccggtttttyg
ccttttagcg
gagcgtcaaa
ggcatggatg
cggtgccggt
ccggccattce
cggataggaa
gtaatcttcc
tagaccggct
aatacgcaat
tgaagatcat
gctttattca
caaaaccgac
ccttaccgtt
ggttttgaga
gatcagaatg
tgcttcagcc
atcgagcaca
caatggttcg
gctgtggagt
atcctcgatc
ggtgatgtcc
gacgctgccce
gtaggcgtta

aaaggtgatg



7921 caactctcca

aacaccCaaaa

7981 cccgcttcac

agtcctcatc

8041 cacgccccag

tctcceggeg

8101 ttgcatctgc

tctcctgetg

8161 gatcccggcec

ggataaagcc

8221 ctttgctgag

gctgctgaat

8281 atcctgaacg

tataggtttt

8341 gaggtgatcc

gatcctgctg

8401 cagagcgagt

gttgcatcag

8461 tgcggttttc

ccatactgac

8521 cagttgccgg

cggcctgttg

8581 ggtatcccgt

cgaccggctc

8641 cgcagccgcg

gtgccgccaa

8701 ccggtctttt

tggctgtctc

8761 ctcgacttct

gagattcaat

8821 gtccatgact

tatcgtccgg

8881 atactccata

tctctcggge

8941 gacattgccc

actggatgcg

9001 caacgccaga

gttgggtatc

9061 ggccattgcc

gctggctcag

9121 gcggttgaag

gggcaatagt

9181 cagggcaagg

gtaatttata

9241 ggcgagacca

ggtggctagt

9301 aaaagtggat

ccatcaccct

9361 ctctgatacc

cacatcaccg

9421 cttcatccct

gaccgccecctg

9481 cacagatttg

gcaccagttc

aagattcggc
ccgcgcectte
aacatttccg
agccaggcett
gtggcccgtce
cgtggggcaa
cgcgccttga
accgccaaag
agttgcagca
tgttcccgcece
taaatcgtgc
gctttttgcg
ccgcgcgcett
atcagccgct
tccgcagceat
tcagcccegce
atcagttctg
agtttgatcg
tattgctgct
cgctcccagt
gttctttgcg
gggcggcact
gaaaaaacac
gcatgctgaa
atcaacctca
tgactgttcg

gacagcgcct

gttttcatta
ttcgcecgtcee
tatcccgatc
taagtgtcgt
gcatttcccg
aaaacggccc
ggcgtgccag
cgctgagcgce
ggtctttccce
gttctggatc
gcaaggcctg
cgcccgtacg
cccgecegtte
ccatgaagtc
cgccggagceg
catggcgctg
cggcgagctg
cctgactgct
gtgccgggag
cctgtaagtc
gtgcggacag
ttggatcaga
actggccacc
aagtaagtcg
tcaccgtacg
aaagcacctt

tttcattcac
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gtataggggt

ccggtctttg
catctgctgce
cggctcctgg
gagcgtatcc
ccccatgcecg
atgttccttg
ttccggatct
ggcataggcc
ggtttctcgg
ccggatattt
cgggcgttct
ccgccgcaag
cgtgaaagac
gaaatcaaaa
gtgaatctcc
cacgatgacc
accatccagce
aagatcggtg
ccgttccgtg
gggggctttg
catgcgtgca
gtgtggattc
gtcaccccaa
caccaaaaca
ttcctgacgg

gcccaatcca

gaatccagcc
cggtttcagt
tgccttcgta
agggccacca
tcaaaatccc
gcagcagcgc
agcgcctgat
atctgtccga
tggttggcac
tcgggatgca
tcagcctgcg
ggcgcttcat
gtttccatct
tccggacccg
aagtccgcca
cgaagggtgg
tgtgacaggg
tgctgcagca
ataacccgtt
ttggcaatct
ggcgcggcyagyg
ggtaacctct
agacatccat
aaagacaagg
gagcacccac
tatgcctcac

accccacgct



9541 cacaaattcc

tctcagcecg

9601 acggcccagc

actgcgcttc

9661 ccgctcctge

tgcccttgag

9721 cgacgggtcg

ctttacgctg

9781 ttccgggctc

gcttttgaat

9841 atccgcctcc

cccgcactcece

9901 cggcagatca

aacccgcttce

9961 cagaaagtgt

ccagcgcatc

10021 gagtttcttg

gctgggccgce

10081 cttctgctcc

catgggtgtt

10141 cagacgctcc

agggcagcgce

10201 atccagcggc

tcgtgatact

10261 cacatcacca

gccgacgctc

10321 acgcaaagcc

atatggtcca

10381 cgcgatgccc

cgccctgege

10441 ccaggcgttt

acgggtcggg

10501 atctttggag

tccaggcectce

10561 tgcggcttcc

ccggacacaa

10621 cagcgggatc

gcgcccgceat

10681 ccattccgcece

cggtgtccct

10741 ctcctgctgg

atcccgceccege

10801 cagcgccgcec

tcagggcttt

10861 ccagcctttc

tccecgecegg

10921 gctggatgcc

ccatcacttt

10981 attgtggata

cccgttcgac

11041 ccgcacccag

tcagtacccg

11101 ctcccgatac

ccgcagccecg

cgctgtatct
ttatgggcgg
ctggcccgac
tcctggatct
cattgtccgce
gtgtccttcc
gggtctggat
ttccectgagt
acccgatccg
aggtccagtg
cgcgcctgat
accgactgcc
ccaaatgtca
cccgcataac
ggaccttccg
aatgccgcett
agcgcctgcc
cacaaagccg
tggccgceccecg
aagactgggg
gccgcaatcc
gctcccgcecce
gcgcccgcga
gcctgcaagg
tgcaggctgg
cggcccaggg

accgcccagg

cggtttgcett
cagcccgaag
ccatcccctg
cctgcgcgag
tttccagtcg
gctgggcagce
aggcatagaa
tcccagagcece
cacgaatccg
tgtaccagaa
cgagcgcgtt
gcagcaagtg
ccgtcacacc
gctcgaccga
gcgcatcctt
cccgtcecage
gttctgccgt
gacgctgcag
ccagacgttg
ccgcttccag
ggacggccag
gcatctgaaa
tcttcagcat
ccaccagccg
gcgccctgcece
cctgaccgac

cagggcgctc
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cccggcegtta
gactttgcga
tttgtaagcc
acgctggtgt
ataacccacg
ggccagcgceg
cccatcttta
atgacgctcc
cgctgcecctcect
ctgctgctgce
ccggtccccg
ttccagcacc
gcgatccacc
ctccecgegtt
tcctacttte
ggccgccgcc
ttctcecgtag
aaccgaccga
tgcctgtgcc
atctttgacc
atttccatcg
gtcctccgtce
ggcttcgatc
gtcgccataa
aagggtccgg
gtccgcteccg

cggattgccg

ctgcccactt
tcctgttcca
gtgttcgcca
tccgggtcecg
ctttccgcecece
tcccaggecg
tcctceccacaa
agatgcaaga
tccegtttee
ccgtccecggcet
gctttctcca
aaaacctttt
ccggcccegtt
accgccccgg
aacgtcagac
tgtgctttta
cggcccacgg
tccagtcctg
tgtttcggat
cgctgtgcectt
gtcagtgtga
cctgtcaccg
tcctgggect
tcggtgatgt
ctgcccagat

taggcctccg

ggcaccgccg



11161 gaacccgttg

cccgcecgcectg

11221 ctgccgtttc

gcagcccecctg

11281 gcgcgcccge

ggtcccgatce

11341 cgccaccgcet

ccctggecge

11401 ttcaaaatcc

cgtgggtcag

11461 tacccgccct

gggcgtgctg

11521 caaggccgct

cctgctccat

11581 ccgccgcgcet

gggccagcgce

11641 gtcgttcgcce

cctggccgat

11701 ccgcgcecctge

tcgctgceccecg

11761 ccgaaaccac

agagcatcag

11821 atgacagtgc

tgtacggcgt

11881 cgtccaaccc

caaaagaacg

11941 tgccagttcg

cgatctccceg

12001 atagaccgtg

ctgcgggagt

12061 ctgcgcccag

//

cgcgtctccg
cgccagcgct
gccgccgaca
tccgccaaac
accaccatcg
ttcttcggcet
atttcgtgat
tccaggctcc
agtcgcgceccc
gtcttcggtg
aacgccacat
agcaacatcg
atgccgggtg
atgttctcgt
ccgttcgcecce

acgggcagat

ccagcgtctc
cacgaatgcg
acaccgcttg
gccggacttce
ccgceccgcecce
ccgggggacg
gatcacacat
ggtgatcgat
agagggggcg
cgcctcececcecg
cgcgttcgat
gttttttttc
ctaaccccgg
tgtcggataa
gctcgtactg

ggccggattce
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ggcgtccagg

catcttgtcg
cgcctgcetcece
caccgcctgce
cggcgcectte
atctaacgct
cgcctgcegceg
ccgcgcecgtcet
caccacgtcc
tgccgggtcect
gccatcattc
gctgcgatgt
cacggcggca
ctcecttecgge
atctgcagca

cgca

acccgatcca
aaagggtcac
accgcctgcec
gccecgegcegg
tccggceccecg
tctgcgcette
gccaaggctt
acttccgcat
cccagccact
ttcccecggat
actttgtcgg
attgccagcg
agttcctctg
agcgcaaatt

tcccagtagt



