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RESUMEN

Analisis gendmico de plasmidos de Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 y Acidithiobacillus
ferrooxidans PQ506 aislados de una zona minera de Cerro de Pasco - Peru

Las bacterias del género Acidithiobacillus son quimiolitotréficas que crecen en
ambientes acidos, especialmente en drenajes acidos de minas con metales
pesados. Aceleran la disolucion oxidativa de minerales azufrados facilitando la
recuperacion de metales de importancia comercial mediante la biolixiviaciéon. Son
utiles en la biorremediacion de ambientes contaminados con metales toxicos, como
por ejemplo el arsénico, por su capacidad para oxidar y reducir metales. Varias de
estas caracteristicas y otras necesarias para adaptarse a ambientes extremos
estan codificadas en plasmidos que estan relativamente poco estudiados. El
objetivo fue caracterizar comparativamente los genomas de los plasmidos de las
cepas Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 y Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506
aisladas de aguas acidas de zonas mineras de Cerro de Pasco, Peru. Los
plasmidos fueron purificados y enviados para su secuenciamiento. Se hizo el
ensamblaje, la anotacidon y el analisis comparativo de las secuencias plasmidicas
de ambas cepas. En A. ferrivorans PQ510 se encontraron tres plasmidos, uno de
28369 pb (denominado pAfPQ510-1), otro de 16745 pb (denominado pAfPQ510-
2), y el tercero de 12365 pb (denominado pAfPQ510-3), los cuales presentan genes
implicados en proteger a la célula del estrés oxidativo, en la supervivencia en
ambientes extremos y en la replicacién, mantenimiento y movilizacién del plasmido.
En A. ferrooxidans PQ506 se encontré un plasmido de 14204 pb, denominado
pAfPQ506-1, que porta genes de resistencia a arsénico conformando el operén
arsADCRB'y genes codificantes de otras proteinas, como disulfuro 6xidorreductasa
dependiente de FAD, proteina hipotética con dominio CBS, proteinas de
replicacion, de movilizacion y proteinas hipotéticas. Estos genes probablemente
contribuyen a la resistencia al arsénico y a la replicacion, mantenimiento y
movilizacion del plasmido. Los genes del operon arsADCRB pueden haber sido
adquiridos por transferencia genética horizontal en el ambiente extremo en el que
habitan estas especies. El hallazgo de este operén en pAfPQ506-1 es el primer
reporte de genes de resistencia a arsénico en plasmidos de A. ferrooxidans. El
analisis comparativo del operén arsADCRB con diversos plasmidos y cromosomas
de bacterias (publicados en bases de datos GenBank y servidor RAST), revel6 que
tenian una identidad elevada con genes ars de cepas de Acidithiobacillus caldus,
Acidithiobacillus ferrivorans y Acidithiobacillus ferrooxidans. La generacion de
conocimientos a nivel molecular de estos plasmidos es importante para desarrollar
métodos de biorremediacién de ambientes contaminados con metales pesados y
mejorar los procesos de biolixiviacion, mediante préximas investigaciones.

Palabras clave: Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus ferrooxidans, operén
ars, secuenciamiento de plasmidos, anotacién funcional, biomineria, Peru.



ABSTRACT

Genomic analysis of Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 and Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506
plasmids isolated from a Cerro de Pasco - Peru mining area

The bacteria of the genus Acidithiobacillus are chemolithotrophic that grow in acidic
environments, especially in acid drainage of heavy metal mines. They accelerate
the oxidative dissolution of sulfur minerals facilitating the recovery of metals of
commercial importance through bioleaching. They are useful in bioremediation of
contaminated environments with toxic metals, such as arsenic, for their ability to
oxidize and reduce metals. Several of these characteristics and others necessary
to adapt to extreme environments are encoded in plasmids that are relatively poorly
studied. The aim was to characterize comparatively the plasmid genomes of the
Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 and Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506
strains isolated from acidic waters of mining areas of Cerro de Pasco, Peru.
Plasmids were purified and sent for sequencing to Macrogen Korea. Assembly,
annotation, and comparative analysis of the plasmid sequences of both strains were
made. In A. ferrivorans PQ510 three plasmids were found, one of 28369 bp (called
pAfPQ510-1), another of 16745 bp (called pAfPQ510-2) and the third of 12365 bp
(called pAfPQ510-3), which have genes involved in which present genes involved
in protecting the cell from oxidative stress, in survival in extreme environments and
in the replication, maintenance and mobilization of the plasmid. In A. ferrooxidans
PQ506 one plasmid was found of 14204 bp, called pAfPQ506-1, that carries arsenic
resistance genes forming the arsADCRB operon and genes encoding other
proteins, such as such as FAD-dependent disulfide oxidoreductase, hypothetical
protein with CBS domain, replication, mobilization proteins and hypothetical
proteins. These genes probably contribute to arsenic resistance and plasmid
replication, maintenance and mobilization. The arsADCRB operon genes may have
been acquired by horizontal genetic transfer in the extreme environment in which
these species live. The find of this operon in pAfPQ506-1 is the first report of arsenic
resistance genes in A. ferrooxidans plasmids. Comparative analysis of the
arsADCRB operon with various plasmids and chromosomes of bacteria (published
in GenBank databases and RAST server), revealed that they had a high identity
with ars genes of Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus ferrivorans and
Acidithiobacillus ferrooxidans strains. The generation of knowledge at the molecular
level of these plasmids is important to develop methods of bioremediation of
environments contaminated with heavy metals and improve bioleaching processes,
through further research.

Keywords: Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus ferrooxidans, ars operon,
plasmid sequencing, functional annotation, biomining, Peru.



1. INTRODUCCION

La mineria es una de las actividades mas importantes por la generacidn de divisas,
la generacién de empleos, la participacion activa en el incremento del Producto
Bruto Interno y en el ingreso per capita nacional; sin embargo, tiene un aspecto
negativo que es la produccidén de relave que esta compuesto por acidos, iones
metalicos como cobre, plomo, zinc, niquel, hierro, arsénico, cadmio, entre otros,
causando impactos negativos ambientales, sociales (incluyendo dafno a la salud de
las personas) y econdmicos. Asi, rios y lagunas contienen elementos minerales y
acidos que deterioran la pureza de sus aguas, con lo cual se impide la mantencion
de vida o el uso para el consumo humano (agricultura, agua potable). Los impactos
econdmicos derivados de los tratamientos deficientes de los relaves se han hecho
mas patentes a partir del caso de accidentes que han generado perjuicios
importantes en actividades productivas, tales como la agricultura o la piscicultura
(Cruzado y Bravo, 2010). En el caso de la salud humana, la afectacion dependera
del metal; asi, el cobre (Cu) produce la fiebre del metal, las exposiciones de largo
periodo irritan las mucosas, causa dolor de cabeza, estbmago, mareos, vémitos,
diarreas, dafo al higado y los rifiones (Rodriguez, 2017); el mercurio (Hg) es
altamente toxico para el sistema nervioso, puede producir dafos graves en el
cerebro del feto y reduce la inmunidad (Ayangbenro y Babalola, 2017; Reyes et al.,
2016); el cadmio (Cd) se acumula en Organos vitales produciendo danos
irreversibles aun a concentraciones reducidas (Reyes et al., 2016), el arsénico (As)
causa problemas respiratorios, enfermedades cardiovasculares, gastrointestinales
y efectos cancerigenos (Reyes et al., 2016), la toxicologia de los metales pesados
esta bien documentada (Marruecos et. al., 1993; Ayangbenro y Babalola, 2017;
Rodriguez, 2017). Una manera de mitigar los efectos negativos y recuperar
ambientes contaminados es mediante la biorremediacién, que es un conjunto de
técnicas que permiten resolver problemas de contaminacion mediante el uso de
microorganismos, hongos, plantas o sus productos (Ayangbenro y Babalola, 2017;
Jerez, 2009). Acidithiobacillus es una de las bacterias utiles para este proceso
porque crece a pHs muy acidos (1 a 2) con concentraciones altas de metales y tiene
capacidad de biosorcion de éstos (Liu et al., 2004; Aston et al., 2010; Yan et al.,
2010; Navarro et al., 2013).



Por otro lado, Acidithiobacillus es ampliamente utilizado en los procesos de
biolixiviacion, que viene a ser la solubilizacion de cationes metélicos a partir de
sélidos insolubles mediante la oxidacién de hierro y/o sulfuros (Yan et al., 2017;
Jerez 2009), es un proceso de bajo costo, de poco consumo de energia y de menor
impacto sobre el ambiente que los procesos industriales convencionales (Jerez,
2017); A. ferrooxidans es la principal especie bacteriana usada en la solubilizaciéon
de cobre, oro y uranio (Valdés et al., 2008; Jerez 2009; Jerez 2017), pero también
es muy util para eliminar metales téxicos como Cu, Cd, Ni, Li, Co y Fe tanto de
suelos como de desechos contaminantes del ambiente, tales como baterias
convencionales y de litio (Jerez 2017). Se ha descrito que la capacidad lixiviante de
esta bacteria se puede aprovechar para recuperar metales de diversos tipos de
desechos, tanto de la mineria, como de otras industrias y domésticos, como por
ejemplo cables eléctricos, circuitos, pilas, entre otros (Zhang et al., 2018). A.
ferrivorans es una especie psicroéfila (Hallberg et al., 2010) que solubiliza metales
en ambientes acidos a baja temperatura (Liljeqvist et al., 2011; Liljeqvist et al., 2015;
Zou et al., 2015), tiene utilidad potencial para la biolixiviacion y eliminaciéon de
metales tdéxicos de ambientes contaminados que tienen bajas temperaturas como

son las regiones altoandinas.

La eficiencia de estos microorganismos en biolixiviacidn y en biorremediacion
puede mejorarse mediante su modificacion genética a través del uso de plasmidos
debidamente caracterizados, obtenidos de bacterias autéctonas que habitan en
estos ambientes, como Acidithiobacillus. Asimismo, la caracterizacion de estos
plasmidos incrementard el conocimiento sobre su papel en la fisiologia, estilo de
vida y adaptacion de Acidithiobacillus a las condiciones extremas en que habita.
Sin embargo, el conocimiento de las caracteristicas gendmicas de los plasmidos de
Acidithiobacillus es escasa, menos aun los de Acidithiobacillus ferrivorans por ser
una especie recientemente descubierta (Hallberg et al., 2010), y, con respecto a los
plasmidos de aislados autdctonos de Perd, sélo existe una investigacion previa
(Eca, 2016) y el presente estudio.

Puesto que contamos, en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia, con cepas de A. ferrivorans y A. ferrooxidans que presentan
plasmidos (Eca, 2016), aisladas de zonas mineras de Cerro de Pasco, se ha

realizado el actual estudio orientado a caracterizar comparativamente los genomas
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de los plasmidos de las cepas Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 y Acidithiobacillus
ferrooxidans PQ506, lo cual es relevante para generar nuevos conocimientos sobre
las regiones codificantes que portan y su potencial contribucién a la sobrevivencia
de las bacterias bajo el estrés por las condiciones ambientales extremas, como los
metales pesados. Estos conocimientos facilitaran, en un futuro cercano, el
aprovechamiento de los pladsmidos como recursos genéticos a ser usados en
diversas aplicaciones biotecnolégicas relacionadas a la industria minera, como la

biorremediacion y la biolixiviacion.



2. ANTECEDENTES

2.1. Biomineria

La biomineria es un procedimiento econémico y ecolégicamente aceptable para
solubilizar metales a partir de minerales sulfurosos de baja ley por medio de
microorganismos (Schippers et al., 2013). Biomineria es un término general que
puede usarse para referirse a los procesos de biolixiviacion y de biooxidacion
(Rawlings, 2002). El término biolixiviacion se refiere a la conversién de un metal
insoluble (usualmente un sulfuro metalico, por ejemplo, CuS (covelita), NiS
(millerita), ZnS (esfalerita) en una forma soluble (generalmente sulfatos metalicos,
por ejemplo, CuSOs, NiSO4, ZnSO4), de manera que el metal puede ser extraido
en agua. Puesto que este proceso es una oxidacion también se le llama
biooxidacién, sin embargo, este término se usa principalmente para referirse al
proceso en el cual la recuperacién de un metal se incrementa por la accidon
microbiana sobre el mineral sin que el metal que esta siendo recuperado sea
solubilizado. Su solubilizacién se hace en un paso adicional. Un ejemplo es la
recuperacion de oro a partir del mineral arsenopirita donde el oro permanece en
el mineral después de la biooxidacién y es extraido por tratamiento con cianuro
en un subsiguiente paso. Queda claro que el término biolixiviacion es inapropiado
cuando se refiere a la recuperacion de oro (Rawlings, 2002).

2.1.1. Biolixiviacién

Para entender mejor el concepto basico de este proceso, se explica a
continuacién una operacion tipica de biolixiviacién de un mineral que contiene
cobre en forma insoluble como por ejemplo CuS (monosulfuro de cobre o
covelita) o CuFeS: (disulfuro de hierro y cobre o calcopirita): El mineral insoluble
de Cu se pulveriza primero y se coloca en pilas. Las pilas son luego rociadas con
acido sulfarico, y aireadas para promover la oxidacién microbiana de los
compuestos de hierro y azufre. La biolixiviacién ocurre en dos pasos: primero, la
oxidacién bioldgica de Fe(ll) para producir Fe(lll); segundo, la oxidacién quimica
de Cu(l) a la forma mas soluble Cu(ll) por el Fe(lll) el cual se reduce a Fe(ll) en

este proceso (Valdés et al., 2008). Acidithiobacillus ferrooxidans juega un papel



clave al reoxidar el Fe(ll) a Fe(lll), completando asi el ciclo y permitiendo que
continue la biolixiviacion (Fig. 1). El acido sulfarico producido por la oxidacion
biolégica de los compuestos de azufre reducido también promueve la
solubilizacion del Cu(ll). El cobre se recupera de esta solucion acida usando
tecnologias fisicoquimicas tales como la extraccion de solvente y la

galvanizacion (Valdés et al., 2008).
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Fig. 1. Acidithiobacillus ferrooxidans y su posible papel en la biolixiviacion. El
metabolismo quimiolitoautétrofo de A. ferrooxidans resulta en la
oxidacién/reduccién de compuestos de hierro y azufre y la solubilizacién del
cobre y otros metales de valor comercial en un proceso llamado biolixiviacién
o biomineria. Las operaciones de biolixiviacion también resultan en la
produccion de soluciones acidas en ambientes pristinos y en drenaje &cido
de minas. A) Modelo de biolixiviacion de cobre por A. ferrooxidans. B)
Reacciones de oxidacion/reduccion llevadas a cabo por A. ferrooxidans.
3PG: 3-fosfoglicerato.

FUENTE: Valdés et al., 2008.



La biolixiviacidén tiene importancia porque alcanza el 10% de la produccién de
cobre en el mundo y es una tecnologia particularmente importante para
minerales con bajo porcentaje de cobre que de otra manera son costosos para
extraer (Valdés et al., 2008). Asimismo, la biolixiviacion es mas amigable con el
ambiente porque no requiere de las grandes cantidades de energia que se usan
durante la torrefaccion o fundicidon y no produce dioxido de azufre u otras
emisiones gaseosas perjudiciales para el ambiente (Rawlings, 2002), tampoco
produce arsénico. La desventaja es que genera un drenaje acido que debe

manejarse para evitar su liberacidén al ambiente (Valdés et al., 2008).

2.1.2. Biorremediacion de ambientes contaminados con metales

La biorremediacién es un conjunto de técnicas que permiten resolver problemas
de contaminacion ambiental mediante el uso de microorganismos, hongos,
plantas o sus productos, para restaurar los ambientes poluidos a su condicién
original (Jerez, 2009; Ayangbenro y Babalola, 2017). Estas técnicas son
amigables con el ambiente y costo-efectiva para remover o recuperar metales
pesados (Ayangbenro y Babalola, 2017). Los microorganismos han desarrollado
mecanismos para vivir en ambientes poluidos con metales pesados, tales como
la bioacumulacién, biomineralizacién, biosorcion y biotransformacion, los cuales
pueden ser aprovechados en tratamientos in situ (en el mismo sitio de la
contaminacioén), o ex situ (el sitio contaminado es excavado o bombeado y

tratado lejos del punto de contaminacién) (Ayangbenro y Babalola, 2017).

La actividad minera suele contaminar el ambiente con acidos (drenaje acido de
minas) y metales no recuperados, lo que debe ser remediado (Jerez 2017).
También hay otras fuentes antropogénicas de contaminacion con metales, asi
como fuentes naturales; entre las fuentes antropogénicas, ademas de la mineria,
estan la produccion de aleaciones, deposicion atmosférica, produccién de
baterias, fabricacién de explosivos, apilamiento inadecuado de residuos sélidos
industriales, curtido de cuero, pesticidas, fertilizantes fosfatados, materiales
fotograficos, pigmentos para impresién, riego con aguas residuales, fundicion,
industrias de acero y galvanizado, textiles, tintes y preservacion de maderas;



entre las fuentes naturales estan la erosion y erupciones volcanicas (Ayangbenro
y Babalola, 2017).

Un ejemplo interesante de eliminacion de metales toxicos es el uso de una
combinacién de microorganismos con dos actividades bioldgicas opuestas:
oxidantes de sulfuros con reductores de sulfatos (Jerez 2017).

La capacidad de biolixiviacion de Acidithiobacillus, también se ha usado con éxito
para evitar la contaminacion con metales en las sociedades modernas, por
ejemplo, para recuperar cadmio, niquel y hierro de baterias desechadas, litio y
cobalto de baterias de litio, cobre de desechos electrénicos, entre otros (Jerez
2017; Zhang et al., 2018).

Se ha encontrado que es muy efectivo el uso de precipitados de jarosita (sulfato
hidréxido de hierro y potasio, KFes®+(SO4)2(OH)e) generados por Acidithiobacillus
ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans, en la biorremocién de arsénico
(Natarajan, 2008). Se ha demostrado que algunas cepas de A. ferrooxidans
fueron capaces de volatilizar y recuperar casi el 100% de mercurio de suelos y
aguas contaminados, gracias a su actividad de volatilizacibn de mercurio
dependiente de ion ferroso asi como de su actividad reductasa de mercurio
dependiente de NADPH (Takeuchi y Sugio, 2006). Asimismo, se ha determinado
la biorremocion de uranio (VI) de aguas contaminadas, usando cepas de A.
ferrooxidans y A. thiooxidans, debido a su capacidad de biosorcion cuya cinética

fue estudiada (Gargarello et al., 2010; Romero-Gonzélez et al., 2016).
2.2. Diversidad microbiana en habitats de drenajes acidos de minas

En el Peru hay pocas investigaciones sobre biodiversidad microbiana en drenajes
acidos de minas, Abanto et al. (2013), reportaron las especies de bacterias
acidofilicas oxidantes de hierro Acidithiobacillus ferrooxidans, A. ferrivorans, A.
ferridurans, Leptospirillum ferrooxidans y Acidiphilium sp.

Schippers et al. (2013), ofrecen una vision general sobre los microorganismos

oxidantes de sulfuro metélico, que se muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Filogenia de microorganismos acidofilicos oxidantes de sulfuros metalicos
Especies? Phylum G + C (mol%)

Bacterias mesodfilas y termofilas moderadas

Acidiferrobacter thiooxydans Proteobacteria 63
Acidimicrobium ferrooxidans Actinobacteria 67-69
Acidithiobacillus albertensis Proteobacteria 61.5
Acidithiobacillus caldus Proteobacteria 63-64
Acidithiobacillus ferrooxidans Proteobacteria 58-59
Acidithiobacillus ferrivorans Proteobacteria 55.5
Acidithiobacillus thiooxidans Proteobacteria 52
“Acidithiomicrobium P1/P2” Actinobacteria 55/51
Alicyclobacillus disulfidooxidans Firmicutes 53
Alicyclobacillus tolerans Firmicutes 49
Alicyclobacillus GSM Firmicutes 50.5
Ferrimicrobium acidiphilum Actinobacteria 55
Ferrithrix thermotolerans Actinobacteria 50
Leptospirillum ferriphilum Nitrospira 55-58
“Leptospirillum ferrodiazotrophum” Nitrospira na
Leptospirillum ferrooxidans Nitrospira 52
Sulfobacillus acidophilus Firmicutes 55-57
Sulfobacillus benefaciens Firmicutes 50
“Sulfobacillus montserratensis” Firmicutes 52
Sulfobacillus sibiricus Firmicutes 48
Sulfobacillus thermosulfidooxidans Firmicutes 48-50
Sulfobacillus thermotolerans Firmicutes 48
“Thiobacillus plumbophilus” Proteobacteria 66
“Thiobacillus prosperus” Proteobacteria 64
Thiomonas cuprina Proteobacteria 66-69
Arqueas mesofilas y termofilas moderadas

Acidiplasma cupricumulans Euryarchaeota 34
“Ferroplasma acidarmanus” Euryarchaeota 37
Ferroplasma acidiphilum Euryarchaeota 36.5
Arqueas termofilas extremas

Acidianus brierleyi Crenarchaeota 31
Acidianus infernus Crenarchaeota Sl
Acidianus sulfidivorans Crenarchaeota 31
Metallosphaera hakonensis Crenarchaeota 46
Metallosphaera prunae Crenarchaeota 46
Metallosphaera sedula Crenarchaeota 45
Sulfolobus metallicus Crenarchaeota 38
Sulfolobus yangmingensis Crenarchaeota 42
Sulfurococcus mirabilis Crenarchaeota ~44
Sulfurococcus yellowstonensis Crenarchaeota 45

alistado en orden alfabético; G+C = mol% contenido de guanina + citosina del DNA gendmico;
na = dato no disponible; especies no incluidas en la nomenclatura (http://www.bacterio.cict.fr/)
estan entre comillas.

Fuente: Schippers et al. (2013).


http://www.bacterio.cict.fr/

2.2.1. Acidithiobacillus

Las especies del género bacteriano Acidithiobacillus son las que comunmente
habitan los ambientes de drenajes acidos de minas por ser acidofilas, es decir,
con crecimiento optimo a pH 2-3 (Méndez-Garcia et al., 2015). Las especies de
este género descritas antes del afno 2000 estaban incluidas en el género
Thiobacillus, pero después de los andlisis de secuencia del 16S rRNA, quedé
claro que pertenecian a otra clase de las Proteobacteria (Rawlings, 2002)
creandose el nuevo género Acidithiobacillus (Kelly y Wood, 2000) para acomodar
a los miembros altamente acidéfilos. Son bacilos (0.4 x 0.2 um) gramnegativos,
aerdbicos, aciddfilos obligados, moviles por uno o mas flagelos. Usan
compuestos de azufre reducido para su crecimiento quimiolitoautétrofo y algunas
especies oxidan el ion ferroso y sulfuros metéalicos naturales y sintéticos para la
generacion de energia; algunas especies oxidan hidrégeno. Contienen
ubiquinona Q-8. El contenido de G-C del DNA es 52164 mol%. La temperatura
optima para las especies mesoéfilas es de 30+35 °C y para las moderadamente
terméfilas 45 °C (Kelly y Wood, 2005). La especie Acidithiobacillus ferrivorans es
psicrotolerante porque si bien su temperatura éptima de crecimiento es de 30 °C,
se ha determinado que crece bien (oxidando el i6n ferroso) a 10 y a 4°C (Hallberg
etal., 2010).

Jerarquia taxondémica:
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria (Garrity et al., 2005a)
Clase: Acidithiobacillia (Williams y Kelly, 2013)
Orden: Acidithiobacillales (Garrity et al., 2005b)
Familia: Acidithiobacillaceae (Garrity et al., 2005¢)
Género: Acidithiobacillus (Kelly and Wood, 2000)
Especies: At. albertensis (Bryant et al., 1988; Kelly y Wood, 2000)

At. caldus (Hallberg y Lindstrom, 1994; Kelly y Wood, 2000)
At. ferridurans (Hedrich y Johnson, 2013)
At. ferriphilus (Falagan y Johnson, 2016)
At. ferrivorans (Hallberg et al., 2010)
At. ferrooxidans (Temple y Colmer, 1951; Kelly y Wood,
2000)



At. thiooxidans (Waksman y Joffe, 1922; Kelly y Wood,
2000)

2.2.1.1. Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans es una bacteria Gram-negativa, psicrotolerante
(crece 6ptimamente a 27-32°C, pero puede hacerlo desde 4°C), acidéfila pero
menos tolerante a pH extremadamente bajo que A. ferrooxidans. Presenta
movilidad, es anaerdbica facultativa y quimiolitoautétrofa (Hallberg et al., 2010).
Fija COz2, N2, oxida Fe? por un mecanismo diferente al de A. ferrooxidans
puesto que carece de la rusticianina RusA y, mas bien, produce la proteina
homdéloga RusB (Hallberg et al., 2010). Es una de las pocas especies acidofilas
capaces de oxidar el idn Fe?* y los compuestos de azufre inorganico reducido
a temperaturas <10°C (Tran et al., 2017; Liljeqvist et al., 2011). Crece con Fe?*,
S9, sulfuro, tetrationato, tiosulfato y minerales sulfurados como donadores de
electrones; y en condiciones anaerdbicas, crecen con Fe3* como aceptor de
electrones y S® como donador de electrones (Hallberg et al., 2010).

Se han secuenciado las cepas SS3, CF27 y PQ33 encontrando que los
cromosomas tenian un tamano de 3.15, 3.4 y 3.29 Mb, respectivamente
(Lilieqvist et al., 2011; Tran et al., 2017; Ccorahua-Santo et al., 2017). En el
cromosoma se identificaron genes para su adaptacion al frio, a ambientes ricos
en metales, y se encontrd un gran numero de islas genémicas con genes de
funcion desconocida (Tran et al., 2017). En la cepa CF27 se ha encontrado un
plasmido de 46.5Kb (Tran et al., 2017) y en la cepa PQ33 se han reportado
plasmidos de 10.2 y 12 Kb (Eca, 2016), de los cuales se va a explicar con mas
amplitud en 2.3.1.

A. ferrivorans cataliza la solubilizacién de metales a baja temperatura en el
proceso biotecnolédgico de biolixiviacion y es la especie dominante durante la
disolucion de minerales de sulfuro multimetalicos complejos a 7°C (Liljeqvist et
al., 2011).
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2.2.1.2. Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria Gram-negativa y meséfila puesto
que crece Optimamente a 30°C. Es acidéfila obligada y extrema debido a que
crece bien a pH 2 pero puede hacerlo a pH 1 0 menos. Es anaerdbica facultativa
y quimiolitoautétrofa (Quatrini y Johnson, 2019; Valdés et al., 2008). Genera
energia (ATP) principalmente del transporte de protones H* a través de la
membrana citoplasmatica, debido al enorme gradiente de pH transmembrana
que ocurre naturalmente (pH extracelular 1.5-3.0 y pH intracelular 6.5) (Quatrini
y Johnson, 2019). Fija COz2, N2, y obtiene energia a partir de la oxidacién de
Fe?*y de azufre reducido, los cuales, junto con hidrégeno molecular son usados
como donadores de electrones; el oxigeno molecular, i6n férrico, y azufre son
aceptores finales de electrones (Fig. 2) (Quatrini y Johnson, 2019; Zhang et al.,
2018). Produce gran cantidad de rusticianina, una cuproproteina azul
periplasmatica, cuando crece en hierro (Quatrini y Johnson, 2019).

Aerobic Anaerobic
Sred et 504 304 H* Sred
A=
st N

: Iron oxido-"."

ADP Y v reductase Fel*

Fig. 2. Metabolismo de Acidithiobacillus ferrooxidans.

Azufre reducido (S9), compuestos de azufre (SCs).
FUENTE: Quatrini y Johnson (2019)
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La cepa tipo de esta especie (ATCC 23270) fue la primera bacteria acidéfila en
ser secuenciada, encontrando un genoma consistente en un unico cromosoma
circular de 2.98 Mb, sin plasmidos, ni provirus, y pocos elementos genéticos
méviles integrados (Quatrini and Johnson, 2019); pero en la cepa ATCC 53993
se ha reportado una isla gendémica de 160 Kb con varios genes codificantes de
una cobre-ATPasa y de un sistema de tolerancia al cobre (Martinez-Bussenius
et al., 2016); y desde hace varios anos, diversos autores han publicado el
hallazgo de plasmidos en cepas de esta especie y otras de Acidithiobacillus, |o
que se amplia més adelante (ver 2.3.1.). En otras cepas secuenciadas se han
encontrado cromosomas que varian de 2.89 a 4.18 Mb y genes 16S rRNA con
diferencias en sus secuencias, indicando la existencia de diferentes
genomovares (Zhang et al., 2018).

A. ferrooxidans es abundante en ambientes naturales donde hay minerales de
pirita, depdsitos de carbon y sus drenajes acidos, y es importante en los
consorcios bacterianos para recuperar cobre mediante biolixiviaciéon (Valdés et
al., 2008). Tiene aplicaciones potenciales en la remocién de sulfuros de sélidos
y de gases, en el reciclaje de metales de minerales, de desechos eléctricos y
de lodos, en la sintesis de productos bioquimicos de interés comercial como
acido butirico, o como jarosita, schwertmannita y akaganeita, que son
oxihidroxisulfatos de hierro considerados eliminadores eficientes de metales
pesados y algunos iones téxicos; asimismo, esta especie tiene aplicacién en la
manufactura (biomachining) de piezas metélicas, removiendo metales para
formar microestructuras en piezas de trabajo o microcomponentes con alta

calidad, precisién, menos calor y minimo estrés (Zhang et al., 2018).

2.3. Plasmidos

Son elementos de DNA extracromosdémicos, relativamente pequerios, con un

numero variable de copias y de tamanos, principalmente circulares (algunos son

lineales), que se replican autbnomamente (independientemente del cromosoma)

y que portan genes que facilitan la adaptacién de las bacterias a los cambios del

ambiente en el que se encuentran, es decir, caracteristicas que son periféricas a

la division celular y a la produccién de la estructura béasica de la célula (Dale y

Park, 2010). Otorgan flexibilidad al organismo (fenotipo adicional) para responder
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a los cambios en su ambiente, ya sean hostiles (por ejemplo, presencia de
antibidticos) o favorables (por ejemplo, disponibilidad de un nuevo sustrato) (Dale
y Park, 2010; Smalla et al., 2015). El papel de los plasmidos es particularmente
significativo debido a la facilidad relativa con la que se transfieren entre cepas o
entre especies (Dale y Park, 2010). Ademas de los genes de para su propia
replicacion, segregacion y transferencia, portan genes de resistencia a
antibidticos, a metales pesados, a la radiacion y otras condiciones ambientales;
portan genes de bacteriocinas, de determinantes de virulencia, de actividades

metabdlicas, entre otras caracteristicas (Dale y Park, 2010).

2.3.1. Plasmidos de Acidithiobacillus

Existen varias publicaciones sobre plasmidos en Acidithiobacillus, la mayoria de
los cuales se refieren a A. ferrooxidans, A. caldusy sélo dos a A. ferrivorans. El
primer estudio que reportd plasmidos de Acidithiobacillus fue el de Mao et al.
(1980), extrayendo cinco de diferentes tamanos denominados pTF1 hasta pTF5,
los cuales no fueron caracterizados genéticamente. En otro estudio, se
analizaron los perfiles de plasmidos de 15 cepas de A. ferrooxidans originarias
en su mayoria de Estados Unidos y Bulgaria, encontrando que eran de tamarnos
variados (7.4 a 75 kb) y que no tenian funcién sobre el uso del sustrato de
crecimiento: ién Fe?* o tetrationato, porque al cambiarlos no variaba el perfil
plasmidico (Martin et al., 1981). También se han reportado plasmidos de 18.6 a
65 kb en nueve cepas de A. ferrooxidans aisladas de una mina de uranio,
sugiriendo la probable participacion de un plasmido de 20 Kb en la resistencia a
este elemento, lo que no fue demostrado (Martin et al., 1983). Analizando mas
de 100 cepas de A. ferrooxidans aisladas de minas japonesas se encontrd que
el 73 % portaba uno o méas plasmidos de 2 a 30 Kb (Shiratori et al., 1991).

Varios investigadores han sugerido la implicancia de plasmidos de A.
ferrooxidans en la resistencia a metales y metaloides como mercurio, plata,
arsénico, cobre, hierro y zinc (Rawlings et al., 1984; Rawlings et al., 1986; Visca
et al., 1986; Rawlings et al., 1993; Clennel et al., 1995; Pramila et al., 1996), sin
embargo, en ninguno de los plasmidos de esta especie se ha probado
definitivamente que sean portadores de genes de resistencia a metales, los
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cuales se han encontrado principalmente en el cromosoma de la bacteria
(Banerjee, 2004).

La mayoria de los plasmidos de A. ferrooxidans se han descrito como cripticos,
y se han realizado diversos estudios genéticos de los mismos (Banerjee, 2004).
Asi, los plasmidos cripticos de esta especie pTF33020-1, pTF33020-2, pTF-FC2
y pTF35 fueron clonados en pBR325 para investigar sus genes de inicio de la
replicacion, transferencia y movilizacion, encontrando que si se expresaban en
cepas de E. coli (Rawlings y Woods, 1985). Se determiné que el plasmido pTF-
FC2, de amplio rango de huéspedes, constaba de una regién de replicacion
similar a la de los plasmidos del grupo de incompatibilidad Q, una regién de
movilizacién similar a la de los plasmidos de incompatibilidad P y un transposon,
por lo que parece ser un hibrido natural (Rawlings et al., 1993). Se demostr6 que
el plasmido pTF1, de reducido rango de huéspedes, tenia un origen de
transferencia similar al del plasmido de E. coli RSF1010 del grupo de
incompatibilidad Q y se pudieron identificar las proteinas de movilizacion MobL
y MobS (Drolet et al., 1990; Drolet y Lau, 1992). Un estudio comparativo de varios
plasmidos de A. ferrooxidans encontré6 que tenian un origen de replicacion
comun al plasmido pTFI91 de 9.8 kb, el cual no se expresé en E. coli ni en
Pseudomonas putida, pero que estaba ampliamente distribuido entre las cepas
de A. ferrooxidans (Chakravarty et al., 1995). Otro estudio encontr6 al plasmido
pTFI91 entero dentro del plasmido pTF5 de 19.75 kb (Dominy et al., 1998). En
una publicacién se reporta la secuencia completa del plasmido pT3.21 de 15.39
kb, con una secuencia altamente homéloga al ori de plasmidos ColE2 del grupo
de incompatibilidad B (Aparicio et al., 2000). Una clase diferente de plasmidos,
pTfA6 de 2.4 kb, se encontr6 en la cepa A. ferrooxidans A-6, el cual presentaba
secuencias similares a la de la proteina de replicacidn RepA de plasmidos
pequenos de Nitrosomonas sp. (Roberto, 2003). Se ha reportado la secuencia
completa de un plasmido de la cepa A. ferrooxidans YNTRS-40 aislada de aguas
termales en China (Zhang et al., 2020).

En Acidithiobacillus caldus se han hecho varios reportes de plasmidos. El
plasmido pTC-F14 de 14.15 kb es similar a los plasmidos del grupo IncQ, que
son promiscuos, movilizables y de amplio rango de huéspedes, y su region de
replicacion y de movilizacion es similar al plasmido pTF-FC2 de A. ferrooxidans,
lo que sugiere que los plasmidos similares a IncQ son vehiculos potenciales de
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transferencia horizontal de genes entre bacterias de diferentes ambientes
(Gardner et al., 2001 ; Goldschmidt et al., 2003; Gardner y Rawlings, 2004). Otros
3 plasmidos cripticos de 29 a 65 kb fueron aislados de diferentes cepas de A.
caldus observando que tenian una regibn comun, ademas de genes de
resistencia a arsénico, de movilizacidn y estabilidad (van Zyl et al., 2008). Se han
encontrado 4 plasmidos, un megaplasmido >150 Mb y tres mas pequefios, que
se han comparado a otros plasmidos de A. caldus aislados anteriormente (Acufa
et al., 2013).

En A. ferrivorans cepa CF27 se encontrd un plasmido de 46.5 Kb que porta un
sistema de eflujo de multiples drogas (acr) y operones de resistencia al cobre
(cus) (Tran et al., 2017).

En el Perq, el primer aislamiento de plasmidos de Acidithiobacillus fue realizado
por Eca (2016), encontrando que 17 de 24 aislados de Acidithiobacillus de zonas
mineras del Perq, portaban plasmidos (Fig. 3). Se secuenciaron completamente
dos plasmidos de la bacteria psicrotolerante A. ferrivorans cepa PQS33,
denominados pAfPQ33-1 y pAfPQ33-2, en los que se identificaron genes
putativos con posible capacidad de transferencia horizontal y sistemas de
regulacion implicados en el mantenimiento de los plasmidos. En pAfPQ33-1
destaca el gen de la proteina diguanilato ciclasa implicada en la formacion de
biopelicula, importante para la adherencia a sustratos sulfurados, y en pAfPQ33-
2 resalta el gen putativo de la porina fosfato selectiva, cuya funcién es la
recuperacion de fosfato y posiblemente esté involucrada en la adaptacion de esta
especie a condiciones de estrés ambiental (Eca, 2016). Estos hallazgos han sido

publicados recientemente (Ccohahua et al., 2021)

15



Tamafio
molecular

(pb)

M : PQ I PQ : PQ | PQ  PQ PQ  _sga  PQ
506 509 | 510 | 516 33 36 16
v v 'y v ¥ \ A / v

Fig. 3. Plasmidos aislados de las cepas de Acidithiobacillus provenientes de zonas mineras de
Cerro de Pasco. Se visualizan mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. M, marcador de
tamafo molecular 1 kb DNA Ladder (Promega ®).

Fuente: Eca, 2016.

En la Fig. 3 se resaltan las cepas A. ferrooxidans PQ506 y A. ferrivorans PQ510

cuyos plasmidos fueron enviados a secuenciar para el presente estudio.

2.3.1.1. Genes de resistencia a metales en plasmidos

Estos genes se encuentran en el cromosoma, plasmidos o transposones, pero
principalmente en plasmidos que se diseminan por transferencia horizontal.
Se han determinado diversos operones como czc (resistencia a cadmio, zinc
y cobalto), ncc (resistencia a niquel, cadmio y cobalto), pbr (resistencia a
plomo), pcoy cop (resistencia al cobre: eflujo y secuestro, respectivamente),
mer (resistencia al mercurio), ars (resistencia al arsénico), entre otros
(Fashola et al., 2016).

a) Operén ars

Los operones ars, descubiertos por primera vez en plasmidos bacterianos
hace casi 50 afos, son los sistemas de resistencia a arsénico mas comunes
en microorganismos. Los genomas procarioticos, incluyendo plasmidos,

transposones e islas genémicas, portan numerosos operones ars con una
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variedad de genes y diferentes combinaciones de ellos (Ben Fekih et al.,
2018).

Ambas formas inorganicas del arsénico, arsenato y arsenito, son las que
exhiben mayor toxicidad y son las formas predominantes en los drenajes de
aguas acidas de las minas (Fashola et al., 2016). El arsenato imita a los
grupos fosfato, ganando acceso a las células via los sistemas de transporte
destinados a su captacion e inhibiendo una amplia variedad de reacciones
como la fosforilacién oxidativa; en tanto que el arsenito ingresa a través de
las acuaglicerol porinas y reacciona con los grupos sulfhidrilo de las
proteinas (Fashola et al., 2016; Fernandez et al., 2016).

Las bacterias han desarrollado muchas estrategias en respuesta a la
presencia de arsénico en el ambiente, como su expulsion mediante proteinas
codificadas en operones ars (Fernandez et al., 2016). Estos operones
existen tanto en bacterias Gram negativas como en Gram positivas y la
mayoria tienen la estructura arsRBC, donde arsR codifica una proteina
reguladora de respuesta a arsenito [As(lll)] y antimonito [Sb(lll)], arsB
codifica un transportador dependiente del gradiente de protones responsable
de la expulsidon de [As(lI)] y [Sb(lI)], y arsC codifica una arsenato reductasa
que reduce el arsenato [As(V)] a [As(ll)], el cual luego es expulsado (Wang
et al., 2004; Fashola et al., 2016). Algunas bacterias tienen el operén ars con
la configuracion arsRDABC, donde arsD codifica una proteina represora
transcripcional adicional cuya secuencia primaria no esta relacionada a ArsR
pero que reconoce la misma region reguladora, en tanto que arsA codifica
una ATPasa que es activada por [As(ll)] y [Sb(lll)], y que se une al
transportador ArsB convirtiéndolo en una bomba de arsenito dependiente de
ATP. También se ha demostrado que ArsD regula la expresién maxima de
esta bomba dependiente de ATP, la cual si se sobreexpresase seria tdxica
para la célula (Wang et al., 2004; Fashola et al., 2016). Se ha demostrado
que las células que expresan los cinco genes arsRDABC son mas
resistentes al [As(V)] y al [As(lll)], que aquellas que expresan sélo los genes
arsRBC (Dey y Rosen, 1995; Yang et al., 2012). Otras bacterias tienen
configuraciones diferentes del operon ars, como arsRCDA con arsB
localizado separadamente (Peng et al., 2017), y otras diversas
configuraciones halladas en multiples bacterias (Kalia y Joshi, 2009).
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b) Operon mer

Con respecto a las actividades mineras, uno de los elementos que se liberan
al ambiente es el mercurio, especialmente durante el proceso de extraccion
de oro. Parte del Hg inorganico que alcanza los ecosistemas acuaticos se
convierte en Hg organico o metilmercurio (MeHg) por accion microbiana, el
cual se acumula en los peces (Fashola et al., 2016). También, durante el
proceso del rostizado en las actividades mineras, se libera Hg al aire que
permanece suspendido debido a su naturaleza volatil y que puede ser
inhalado (Fashola et al., 2016).

En las bacterias, los compuestos de mercurio causan estrés oxidativo porque
generan un desbalance en la homeostasis pro-oxidante/antioxidante,
disminuyendo los antioxidantes celulares. Los compuestos de mercurio,
tanto el Hg®* como el MeHg tienen alta afinidad por los grupos thiol
(sulfhidrilo) de las proteinas, formando enlaces covalentes con los residuos
de cisteina (Fashola et al., 2016).

Algunas bacterias resisten a la contaminacion por medio de
transformaciones quimicas, como la reduccion, oxidacion, metilacién vy
desmetilacion (Nascimento y Chartone-Souza, 2003).

El operon mer de las bacterias permite detoxificar la célula mediante
reduccion enzimatica de Hg?* convirtiéndolo en mercurio metalico volatil HgP.
Este operdn varia en estructura y estd compuesto por genes que codifican
proteinas de regulacién (merR), de transporte (merC, merE, merF, merG,
merT), reductasa mercurica (merA), liasa 6rganomercurial (merB), proteina
periplasmatica eliminadora (merP), proteina reguladora secundaria (merD)
(Nascimento y Chartone-Souza, 2003; Chen et al., 2011; Mathema et al.,
2011; Dash y Das, 2012; Fashola et al., 2016).

18



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipdtesis

Existen secuencias codificantes de proteinas relacionadas a la adaptacién al
estrés ambiental, resistencia a metales y supervivencia en ambientes extemos, en
los plasmidos de las cepas bacterianas Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 vy
Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506 aisladas de aguas acidas de zonas mineras

altoandinas de Cerro de Pasco, Perd.

3.2. Objetivos
3.2.1. Objetivo general
Caracterizar comparativamente los genomas de los plasmidos de las
cepas Acidithiobacillus  ferrivorans PQ510 y Acidithiobacillus
ferrooxidans PQ506 aisladas de aguas acidas de zonas mineras de

Cerro de Pasco, Peru.

3.2.2. Objetivos especificos
1. Purificar plasmidos de ambas cepas de Acidithiobacillus.
2. Secuenciar completamente los pladsmidos de ambas cepas.
3. Analizar las secuencias gendémicas completas de dichos plasmidos,
mediante herramientas bioinformaticas, para determinar secuencias

codificantes y predecir su funcién.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1.Cepas de Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 y At. ferrooxidans PQ506
El Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia cuenta con cepas
de At. ferrivorans y At. ferrooxidans aisladas de zonas mineras altoandinas de
nuestro pais. Estas fueron identificadas mediante el analisis de la secuencia
del gen rRNA 16S. De ellas, se seleccionaron las cepas PQ510 y PQ506 para

el secuenciamiento total de sus plasmidos.
4.2. Aislamiento de plasmidos de Acidithiobacillus
Se preparo un cultivo joven y se extrajo el DNA plasmidico.

Para el aislamiento de los plasmidos se sembraron 10 ml de cada una de las
cepas con 3 semanas de crecimiento en 50 ml de medio 9K a pH 1.7, para
obtener células jévenes. Luego se inoculdé 20 ml del cultivo obtenido en 250
ml de 9K para la obtencidn de suficiente biomasa para la extraccion (Chisholm
1998).

Las células se cosecharon a 7 000 rpm por 10 min y a una temperatura de
10°C. Para la extraccion de plasmidos se utilizo el protocolo de PureLink™
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen™). Finalmente se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 0.5X y se visualizaron
las bandas en un fotodocumentador luego de tefiir los geles con una solucién
de bromuro de etidio (0.5ug/ml) por 45 seg. Como marcador de tamano
molecular se usé el 1Kb DNA Ladder (Promega).

El DNA se cuantific6 por duplicado y se verific6 su pureza usando un
Nanodrop® de ThermoScientific. Para enviar a secuenciar el DNA plasmidico
extraido, éste cumplia con los siguientes requerimientos minimos de calidad

establecidos: concentracion >1ug/ul y pureza A260/280 >1,7.
4.3. Secuenciamiento y analisis bioinformatico

Se envi6 a secuenciar el DNA plasmidico de las cepas PQ510 y PQ506 a la
Empresa Macrogen Korea, mediante tecnologia Next Generation Sequencing
(NGS) HiSeg2500 de lllumina.

4.3.1. Evaluacion de la calidad de las secuencias
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4.3.2.

4.3.3

La calidad de las secuencias enviadas por la empresa Macrogen Korea
fue evaluada mediante el programa de acceso libre FastQC (Babraham
Institute Bioinformatics) (Andrews, 2014). Este programa genera un
valor o score de calidad de las secuencias (de cada read) basandose
en varios criterios: 1) la calidad de cada base nitrogenada asignada a
las secuencias, 2) la calidad promedio de las secuencias, 3) proporcion
de cada una de las bases en la secuencia (se espera similar proporcién
de Ay T, asi como de Gy C, las diferencias no deben superar el 10%),
4) contenido de GC a lo largo de la secuencia, 5) contenido de bases
N (no asignadas) en la secuencia, 6) distribucion de los tamaros de las
secuencias, 7) proporcion de secuencias duplicadas, 8) secuencias
sobrerrepresentadas, 9) contenido de adaptadores, entre otros.

Ensamblaje de las secuencias

Las secuencias fueron ensambladas de novo, cuyo principio es la
suposicion que los fragmentos de DNA altamente similares se originan
de la misma posicion dentro del genoma. De esta manera, la similitud
entre secuencias de DNA se usa para conectar fragmentos individuales
(reads) en secuencias contiguas mas largas, denominadas contigs
(secuencias consenso obtenidas a partir del ensamblaje de los reads).
Para el ensamblaje se uso6 el programa Velvet version 1.1 (Zerbino y
Birney, 2008) y Unicycler (Wick et al., 2017). Los contigs resultantes se
ensamblaron con los softwares CAP3 (Huang y Madan, 1999) y
SSPACE (Boetzer et al., 2011), que determinan el orden, distancia y
orientacién de los contigs para combinarlos formando los supercontigs
o scaffolds. El ensamblaje termind al cerrar las secuencias gendémicas

de los plasmidos.
Anotacion de las secuencias

Luego se realiz la anotacion de los genomas plasmidicos, que es la
identificacion de sus principales caracteristicas. Se predijeron los genes
codificantes, asignandoles un nombre y funcién biolégica segun su
similitud con aquellos consignados en las bases de datos. Se buscaron
marcos de lectura abierta (ORF) con los programas Prokka (Seemann,
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2014), ORF Finder (Tatusov R. y Tatusov T., 2015). Estos comparan
las secuencias totales de los plasmidos con aquellas disponibles en las
bases de datos mediante el uso de los programas BlastN y BlastP
(Altschul et al., 1990). Las busquedas de similaridad se realizaron
empleando BlastX contra las bases de datos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) y UniProt
(https://www.uniprot.org/), asi como de RAST (Rapid Annotation using
Subsytems Technology) (http://rast.nmpdr.org/), tomando en cuenta los
ORF’s que presentaban un porcentaje de identidad mayor al 30 % y un
E-value menor a €. También se us6 GeneMarkS (Besemer et al.,
2001) (http://exon.gatech.edu/GeneMark/) que predice el inicio de la
traduccion de genes procariéticos, incluyendo los localizados en
plasmidos. Las categorias funcionales COG se asignaron usando
eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised
Orthologous  Groups Cluster) (Huerta-Cepas et al., 2018)
(http://eggnog-mapper.embl.de/).

Para el anadlisis se consideraron los siguientes criterios:

1.- El alineamiento de varias secuencias de similar funcidén en

procariotas.
2.- Presencia de dominios de proteinas.

3.- Alineamiento con plasmidos de cepas biolixiviantes o funcion

metabdlica relacionada.

Las secuencias que presentaron dominios fueron corroboradas con
SmartGenomes
(http://smart.embl.de/smart/set_mode.cgi?GENOMIC=1).

Se han usado los siguientes conceptos de evidencias que apoyan la
existencia de proteinas en la base de datos UniProtKB (The UniProt

Consortium, 2019), los cuales son los siguientes:

Evidencia experimental a nivel de proteinas:
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43.4

4.3.5

4.3.6

Indica que hay evidencia experimental clara de la existencia de la
proteina, como secuenciamiento parcial o completo de Edman,
identificacion por espectrometria de masas, rayos X o estructura NMR,
buena calidad de interaccion proteina-proteina, o deteccién de la
proteina por anticuerpos.

Evidencia experimental a nivel de transcripto:

Indica que la existencia de la proteina no ha sido estrictamente
probada, pero que los datos de expresion (como la existencia de cDNA,
RT-PCR o Northern blots) evidencian la existencia de un transcripto.

Proteina inferida por homologia:

Indica que la existencia de una proteina es probable debido a la clara
existencia de ort6logos en especies cercanamente relacionadas.

Proteina predicha:
No hay evidencia a nivel de proteina, transcripto ni homologia.
Proteina incierta:

Indica que no es segura la existencia de la proteina.

Mapa circular de los plasmidos

El mapa circular de los plasmidos fue creado con el software CGview
(Stothard 'y  Wishart, 2005; Grant y Stothard, 2008)
(http://stothard.afns.ualberta.ca/cgview_server/).

Analisis del %GC de los plasmidos

La determinaciéon del % de GC de los plasmidos se hizo usando el
software libre editor de secuencias de DNA WebDSVia 2.0
(http://www.molbiotools.com/WebDSV/).

Analisis comparativo del operén arsADCRB

El andlisis comparativo del operén arsADCRB encontrado en el
plasmido pAfPQ506-1 se hizo usando el servidor de anotacion RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology)
(http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi), que es un servicio totalmente
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4.3.7

automatizado de anotacion de genomas bacterianos y de arqueas, con
alta calidad (Aziz et al., 2008; Overbeek et al., 2014). La secuencia de
los genes arsA, arsD, arsC, arsR y arsB, se compararon con 63
plasmidos y 41 genomas cromosomales de bacterias procedentes de
ambientes mineros, suelos, lagunas, océanos y algunos de origen
clinico, que presentaban resistencia al arsénico. Dichos plasmidos y
genomas fueron anotados y reanotados en el servidor RAST para
efectuar el analisis comparativo con énfasis en la presencia de genes
del operdn de resistencia al arsénico. Se construydé un arbol de
distancias genéticas a partir de alineamientos de las secuencias de
plasmidos con el programa Mauve (Darling et al., 2004).

El andlisis comparativo de los plasmidos mas relacionados con los
genes de resistencia al arsénico fue realizado con BlastN y graficado
para su visualizacion con el programa EasyFig (Sullivan et al., 2011).

Los genes y proteinas arsC mas conservados de los plasmidos que
presentan resistencia al arsénico, fueron extraidos con BlastN y BlastP
(Chen et al., 2015). Las secuencias fueron alineadas y editadas para
generar el arbol de maxima verosimilitud con el programa Mega 7
(Kumar et al., 2016; Larkin et al., 2007). El analisis filogenético de
maxima verosimilitud de genes y proteinas ArsC fue ejecutado con un
bootstrap de 1000 y el modelo LG (Le y Gascuel, 2008) que es una
matriz de reemplazo de aminoacidos mejorada, util para la filogenia de
proteinas. Los arboles fueron editados con los programas FigTree y
iTOL (Rambaut, 2018; Letunic et al., 2006).

Busqueda de elementos genéticos moéviles

La busqueda de elementos genéticos méviles en los plasmidos se hizo
mediante BlastN contra las bases de datos de NCBI y de EMBL, y
corroborando los resultados en http://www.mobilomics.cl/about.html.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlisis bioinformatico de los plasmidos pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 vy
pAfPQ510-3 de Acidithiobacillus ferrivorans PQ510

El DNA plasmidico extraido cumpli6 con las exigencias de calidad y fue
secuenciado por el sistema HiSeq2500 de lllumina®. A estas secuencias
recibidas se les realizd6 un analisis de calidad con el programa FastQC,

resultando de buena calidad (Fig. 4).

Quality scores across all bases (Sanger / lluming 1.9 encoding)
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Fig. 4. Calidad de las secuencias crudas recibidas del DNA plasmidico de Acidithiobacillus
ferrivorans PQ510. Esta imagen presenta tres sectores, el de color verde es de calidad
buena, el anaranjado aceptable y el rojo es de mala calidad. Las barras en amarillo
corresponden al rango de 25 a 75% de las secuencias, su proyeccion en lineas
corresponden del 10 al 90% de las secuencias. La linea es la calidad media de las
secuencias.

Se hizo un ensamblaje de novo mediante el paquete de programas Velvet
(Zerbino, 2010) y Unicycler (Wick et al., 2017), determinandose un tamano de
28369 pb para el plasmido pAfPQ510-1, 16745 pb para el plasmido pAfPQ510-
2y 12365 pb para el plasmido pAfPQ510-3 (Figs. 5, 6 y 7). Las caracteristicas
generales de estos plasmidos se muestran en las Tablas 2, 3y 4.
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Tabla 2. Caracteristicas generales del plasmido pAfPQ510-1

pAfPQ510-1

Tamano 28369 pb
Contenido de GC 52.90%
Genes codificantes de proteinas 41

Proteinas con funcién asignada 13

Proteinas hipotéticas 28

Estas caracteristicas se determinaron usando los software, ORFfinder, BlastP
GeneMarkS, Prokka y RAST (4.3.3.), y el %GC con WebDSVla 2.0
(http://www.molbiotools.com/WebDSV/).

Tabla 3. Caracteristicas generales del plasmido pAfPQ510-2

pAfPQ510-2

Tamano 16745 pb
Contenido de GC 56.40%
Genes codificantes de proteinas 21

Proteinas con funcién asignada 6

Proteinas hipotéticas 15

Estas caracteristicas se determinaron usando los softwares, ORFfinder, BlastP
GeneMarkS, Prokka y RAST (4.3.3), y el %GC con WebDSVla 2.0
(http://www.molbiotools.com/WebDSV/).

Tabla 4. Caracteristicas generales del plasmido pAfPQ510-3

pAfPQ510-3

Tamano 12365 pb
Contenido de GC 51.70%
Genes codificantes de proteinas 15

Proteinas con funcion asignada 5

Proteinas hipotéticas 10

Estas caracteristicas se determinaron usando los softwares, ORFfinder, BlastP
GeneMarkS, Prokka y RAST (4.3.3.), y el %GC con WebDSVia 2.0
(http://www.molbiotools.com/WebDSV/).



5.1.1 Anotacién de los plasmidos pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 y pAfPQ510-3 de Acidithiobacillus ferrivorans PQ510

El andlisis genémico in silico de estos plasmidos reveld la presencia de secuencias codificantes (CDS) de proteinas. Los

genes de proteinas con funcién asignada encontrados se detallan en las tablas 5, 6 y 7, y su localizacién en los plasmidos

se muestra en las figuras 5, 6 y 7, respectivamente.

Tabla 5. Secuencias codificantes encontradas en el plasmido pAfPQ510-1

DESIGNACION 2 Identidad | Organismo cercano

Hipotético
TinR

Hipotético
Acife_3019 (crtl)
RmiID

Hipotético

Hipotético

DprE1

Hipotético

XerD

Proteina hipotética con dominio DUF4158.

Resolvasa/Integrasa TinR protein. Categoria funcional COG = L (replicacion,
recombinacion y reparacion).

Proteina hipotética. Similar a la proteina GtrA-/ike. Categoria funcional COG = S
(funcién desconocida).

15-cis-fitoeno desaturasa. Categoria funcional COG = H (metabolismo de coenzimas).
dTDP-4-dehidroramnosa reductasa. Categoria funcional COG = GM (G, metabolismo y
transporte de carbohidratos, y M, biogénesis de pared celular/membrana/envoltura).
Proteina hipotética similar a gen ortélogo con producto proteina de transporte de
protones acoplado a hidrélisis de ATP. Categoria funcional COG = C (produccién y
conversion de energia).

Proteina hipotética. Posible oxidorreductasa. Similar a gen ort6logo con producto
reductasa deshidrogenasa de cadena corta.

Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Putativa decaprenilfosforil-beta-D-ribosa oxidasa. Similar a gen ortélogo con producto
oxidasa ligada a Fad. Categoria funcional COG = C (produccién de energia y
conversion).

Proteina hipotética. Posible Decaprenil-fosfato fosforibosiltransferasa. Similar a gen
ortélogo con producto UbiA preniltransferasa. Categoria funcional COG = H (transporte
y metabolismo de coenzimas).

Tirosina recombinasa. Similar a proteina de replicacién y a gen ortélogo con producto
proteina regulatoria de fimbria Tipo 1. Categoria funcional COG = L (replicacion,
recombinancién y reparacion).
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0.038

7.00E-64

1.70E-90
0
0

0.00E+00

1.30E-153

6.00E-27

1.00E-24

4.00E-119

43.66

79.67

100.00
98.60
94.01

89.46

89.80

57.45

79.22

82.59

Bacteria del orden
Rhizobiales

Pseudomonas aeruginosa 'y
Burkholderia sp.

Acidithiobacillus ferrivorans
SS3
Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans
SS3

Acidithiobacillus caldus 'y
Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus thiooxidans
y Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus thiooxidans



Continuacién: Tabla 5. Secuencias codificantes encontradas en el plasmido pAfPQ510-1

Hipotético
Hipotético

Hipotético
Hipotético

Hipotético

HU
Hipotético
Hipotético
RepB

ParB

Soj

Hipotético

Hin

Hipotético
RelE2
Hipotético
Hipotético
Hipotético
Hipotético
Antitoxin MgsA

Toxina MgsR
(mRNA interferase)

Hipotético

Proteina hipotética. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto integrasa. Categoria funcional
COG = L (replicacion, recombinacion y reparacion).

Proteina hipotética.

Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto proteina con dominio IrrE N-
terminal-like. Categoria funcional COG = E (transporte y metabolismo de aminoacidos).

Proteina hipotética. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina HU de unién a DNA. Similar a gen ortélogo con producto protéico de la familia
similar a histona bacteriana. Categoria funcional COG = L (replicacién, recombinacién y
reparacion).

Proteina hipotética.

Proteina hipotética.

Proteina iniciadora de la replicacién. Categoria funcional COG = L (replicacion,
recombinacion y reparacion).

Proteina de segregacion (partition). Categoria funcional COG = D (control de ciclo
celular, division celular, segregacion).

ATPasa de segregacion cromosomal. Similar a gen ortélogo con producto ATPasa de
la familia AAA. Categoria funcional COG = D (control de ciclo celular, division celular,
segregacio).

Proteina hipotética.

DNA-invertasa. Similar a gen ort6logo con producto resolvasa. Categoria funcional
COG = L (replicacion, recombinacioén y reparacion).

Proteina hipotética.

Toxina RelE2. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina hipotética.

Proteina hipotética.

Proteina hipotética.

Proteina hipotética.

MagsA. Similar a gen ortélogo con producto antitoxina, componente del sistema toxina-
antitoxina bacteriana MgsA. Categoria funcional COG = K (transcripcién)

MqgsR. Similar a gen ortélogo con producto regulador de motilidad por quorum-sensing,
toxina de MgsA. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida)

Proteina hipotética con dominio relajasa movilizacion nucleasa. Categoria funcional
COG = U (trafico intracelular, secrecién, transporte vesicular).
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8.00E-29
4.00E-55
6.00E-52
5.80E-24

6.70E-55

6.00E-15
2.00E-40
3.80E-01

0

1.00E-40

4.00E-134

2.90E+00
8.00E-130
2.00E-36
2.00E-60

0
2.20E-22
7.00E-02
3.00E-43

2.00E-78

2.00E-38

0.00E+00

87.50
96.51
95.24
53.80

53.60

55.00
93.06
45.45
94.87

95.71

91.87

50.00
99.46
95.31
94.85

94.77
59.30
40.40
89.33

80.45

75.00

54.38

Acidithiobacillus albertensis
Acidithiobacillus thiooxidans
y Oceanimonas sp.

Acidithiobacillus thiooxidans

Shinella sp. MEC087 y
Methylobacter tundripaludum

Methylobacter tundripaludum
(ATCC BAA-1195/ DSM
17260 / SV96)

Acidithiobacillus y
Desulfovibrio alkalitolerans

Acidithiobacillus ferrivorans
Alcanivorax borkumensis SK

Acidithiobacillus thiooxidans
y Polaromonas sp.

Acidithiobacillus thiooxidans

Pseudomonas aeruginosa,
Tepidicella xavieri y
Xantomonas axonopodis

Mycobacterium xenopi 3993
Acidithiobacillus thiooxidans

Acidithiobacillus
Acidithiobacillus thiooxidans
ATCC 19377
Acidithiobacillus ferrivorans
Methylocaldum marinum
Tritonibacter horizontis
Acidithiobacillus ferrivorans

Azotobacter chroococcum
Sterolibacterium denitrificans

Leptospirillum ferriphilum



Continuacién: Tabla 5. Secuencias codificantes encontradas en el plasmido pAfPQ510-1

Hipotético Proteina hipotética. Similar a proteina de movilizacion MobB. 6.00E-22 51.09 Leptospirillum ferriphilum
Hipotético Proteina hipotética. 4.00E-05 48.89 Arsenophonus nasoniae
Proteina hipotética con dominio CbiA. Similar a gen ortélogo con producto Burkholderia vietnamiensis
Hipotético CobQ/CobB/MinD/ParA con dominio de unién a nucleétido. Categoria funcional COG = 4.80E-22 30.20 G4 / LMG 22486 y
D (control de ciclo celular, divisién celular, segregacion). Burkholderia cepacia R1808
Hipotético Proteina hipotética. 1.50E-04 23.90 Acidithiobacillus caldus
Hipotético Proteina hipotética con dominio PIN. 1.00E-61 80.58 Acidithiobacillus ferrivorans

Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto protéico con dominio similar a Acidithiobacillus ferrivorans 'y

RIPEENES SpoVT / AbrB. Categoria funcional COG = K (transcripcion). Sl0IEEY €1l Leptospirillum ferrooxidans
Hipotético Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto CopG antitoxin of type Il toxin- 7 00E-53 98.81 A%Zgzcigiig;gzi{legoomdans
P antitoxin system. Categoria funcional COG = S (funcion desconocida). ’ ’ y
maculatum
Hipotético Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto toxina ribonucleasa, BrnT, del 5.00E-67 94.12 A%Z{;Z:ﬁg;%gzifjegooxidans
P sistema toxina-antitoxina tipo Il. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida). : : rnacula tum
Hipotético Proteina hipotética con dominio WGR. 3.00E-31 70.51 Acidithiobacillus ferrivorans

Para la anotacion se usaron los programas ORFfinder, Prokka, RAST (http://rast.nmpdr.org/) y GenMark (http://exon.gatech.edu/GeneMark/), los analisis de similaridad se
realizaron usando BlastP contra las bases de datos GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). La categoria funcional COG se asign6
usando eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups Cluster) (Huerta-Cepas et al., 2018) (http://eggnog-mapper.embl.de/).

Tabla 6. Secuencias codificantes encontradas en el plésmido pAfPQ510-2

YeeA Sistema de modificacién/restricciéon Tipo Il, subunidad metilasa YeeA. Categoria 61.90 Thermomonas haemolytica
funcional COG = V (mecanismos de defensa) y Lysobacter concretionis
Tirosina recombinasa. Similar a gen ortélogo fimE con producto proteina regulatoria de )
D fimbria tipo 1. Categoria funcional COG = L (replicacion, recombinacién y reparacion). ELUSS 79 HELINEE IS UlO RS
s Proteina hipotética con dominio hélice-hélice de unién a DNA CopG. Categoria : Acidithiobacillus thiooxidans
miEEe funcional COG = S (funcién desconocida). 1JTeiEAE e y Kushneria aurantia
. - . . . Acidithiobacillus thiooxidans
T e e oy el 00 =DJ D-oontoldecico 00E.54 0775y Thoakalvibi
: » Segregacion, J= : sulfidiphilus
Hipotético Proteina hipotética. Probable transposasa. 2.90E+00 37.50 Deinococcus
Proteina hipotética. Probable RepA. Similar a gen ort6logo con producto Primasa C Acidithiobacillus thiooxidans,
Hipotético terminal 1 (PriCT-1). Categoria funcional COG = KT (K=Transcripcion, y T = 0.00E+00 88.39 Thiobacillus sp., Aeromonas
mecanismo de transduccién de seial). salmonicida
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http://rast.nmpdr.org/
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Continuacién: Tabla 6. Secuencias codificantes encontradas en el plasmido pAfPQ510-2

Hipotético
Hipotético
Hipotético

Hipotético

HU

Hipotético

MarR

Hipotético

MobA

Hipotético

Hipotético

Hipotético

Hipotético

Hipotético
Hipotético

Proteina hipotética. 4.00E-32
Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto regulador transcripcional. 2 00E-49
Categoria funcional COG = K (transcripcion). :
Proteina hipotética. Similar a la familia de proteinas YeeE/YedE. 7.30E-1
Proteina hipotética. 2.00E-43
Proteina HU de unién a DNA. Similar a gen ortélogo con producto subunidad B de
factor de integracion de hospedero. Esta proteina funciona en recombinacion genética 9.00E-71
asi como en el control transcripcional y traduccional. Categoria funcional COG = K :
(transcripcion).
Proteina hipotética. 6.00E-50
Regulador transcripcional de la familia MarR. Similar a gen ortélogo con producto 7 00E-35
regulador transcripcional. Categoria funcional COG = K (transcripcion). ’
Proteina hipotética. 1.00E-67
Proteina A de movilizacion. Similar a gen ortélogo con producto protéico de la familia 0
MobA/MobL. Categoria funcional COG = L (replicacién, recombinacion y reparacion).
Proteina hipotética. Similar a proteina quinasa serina/treonina 4.90E-02
Proteina hipotética con dominio YfbU. Categoria funcional COG = S (funcion

. 9.90E-131
desconocida).
Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto sistema toxina-antitoxina tipo I
de la familia Phd/YefM. Categoria funcional COG = D (control de ciclo celular, divisién 2.00E-18
celular, segregacion).
Proteina hipotética. Similar a sistema toxina-antitoxina de la familia RelE/ParE. Similar
a gen ortélogo con producto Represor Traduccional Citotéxico de sistema toxina- 9.00E-32
antitoxina. Categoria funcional COG = DJ (D=control de ciclo celular, division celular, ’
segregacion; J= traduccién).
Proteina hipotética similar a regulador transcripcional de la familia LytTR 3.00E+00
Proteina hipotética. 1.00E-21

88.71
100.00
34.52
100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

53.30

54.40
81.70

43.90

64.77

43.20
60.00

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidithiobacillus
ferrooxidans

Curvibacter sp. PAE-UM
Acidithiobacillus
ferrooxidans
Acidithiobacillus
ferrooxidans y
Acidithiobacillus caldus

Acidithiobacillus
ferrooxidans
Acidithiobacillus
ferrooxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans
Acidithiobacillus
ferrooxidans
Acidithiobacillus ferrivorans
y y Acidithiobacillus
thiooxidans

Nostoc punctiforme

Thiobacillus intermedius

Candidatus
Competibacteraceae 'y
Kyrpidia tusciae

Methylogaea oryzae y
Geobacter sp.

Aquiflexum balticum
Burkholderia sp. OK233

Para la anotacion se usaron los programas ORFfinder, Prokka, RAST (http://rast.nmpdr.org/) y GenMark (http://exon.gatech.edu/GeneMark/), los analisis de similaridad se
realizaron usando BlastP contra las bases de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). La categoria funcional COG se
asigné usando eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups Cluster) (Huerta-Cepas et al., 2018) (http://eggnog-

mapper.embl.de/).
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Tabla 7. Secuencias codificantes encontradas en el plasmido pAfPQ510-3

DESIGNACION 2 Identidad | Organismo cercano

Hipotético
Hipotético

MbeA

Hipotético
Hipotético

Hipotético
ParE

Phd
Hipotético
Hipotético
Hipotético
Hipotético

SinR

Hipotético

DpnA

Proteina hipotética con dominio F-box.

Proteina hipotética similar a pirrolina-5-carboxilato reductasa

DNA relajasa MbeA. Similar a gen ortélogo con producto relajase movilizacién
nucleasa. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina hipotética similar a MobC de relajosoma movilizacién de plasmido.
Proteina hipotética.

Proteina hipotética.

Toxina del sistema toxina-antitoxina RelE/ParE. Similar a gen ortélogo con producto
toxina del médulo de adiccion RelE/StbE. Categoria funcional COG = S (funcién
desconocida).

Antitoxina Phd.

Proteina hipotética con dominio HTH.

Proteina hipotética.

Proteina hipotética con dominio Tir. Similar a gen ort6logo con producto protéico con
dominio TIR. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina hipotética.

Regulador transcripcional tipo HTH. Similar a gen ort6logo con producto regulador
transcripcional. Categoria funcional COG = K (transcripcion).

Proteina hipotética. Similar a gen ortélogo con producto deoxirribonucleasa tipo Il
especifica de sitio. Categoria funcional COG = L (replicacién, recombinacion y
reparacion).

Enzima de modificacion DNA metiltransferasa especifica de sitio. Similar a gen
ortélogo con producto DNA metilasa. Categoria funcional COG = L (replicacion,
recombinacion y reparacion).

6.70E+00

5.50E+00

1.00E-94

1.00E-17
1.00E-36

3.00E-179
2.00E-69
1.80E-61
3.00E-92
8.00E-48
4.00E-95
3.00E-162
4.30E-41

2.00E-162

1.00E-175

42.00

35.85

46.20

52.87
85.92

82.76

98.11

62.00
94.29
100.00

53.52

72.15
97.20

88.40

92.52

Exidia glandulosa
HHB12029

bacteria KA00344 del orden
Bacteroidales
Desulfobacter
hydrogenophilus
Halomonas smyrnensis
Acidithiobacillus thiooxidans
Pseudomonas aeruginosay
Pseudomonas stutzeri

Acidithiobacillus thiooxidans
y Burkholderia ferrariae.

Ferrovum sp. Z-31
Acidithiobacillus thiooxidans
Acidithiobacillus thiooxidans
Ruminococcus sp. AM33-14
y Proteiniborus
ethanoligenes

Magnetovibrio blakemorei
Candidatus Accumulibacter
sp. SK-02

Acidihalobacter ferrooxidans
y Geobacter daltonii

Pseudomonas aeruginosa 'y
Xanthomonas campestris

Para la anotacion se usaron los programas ORFfinder, Prokka, RAST (http://rast.nmpdr.org/) y GenMark (http://exon.gatech.edu/GeneMark/), los analisis de similaridad se
realizaron usando BlastP contra las bases de datos GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). La categoria funcional COG se
asigné usando eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups Cluster) (Huerta-Cepas et al.,, 2018) (http://eggnog-

mapper.embl.de/).
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Fig. 5. Caracteristicas del plasmido pAfPQ510-1 de 28369 pb de At. ferrivorans PQ510. Del centro hacia afuera:
El primer anillo es la asimetria de GC (GCskew), que se indica con sombreado color beige y violeta, donde el
beige indica un GCskew positivo y el violeta uno negativo. El segundo anillo es el contenido de G+C que se
indica con sombreado negro y gris, donde el negro representa un contenido mas alto y el gris uno mas bajo de
G+C que el promedio del plasmido. El tercer anillo representa la secuencia de DNA plasmidico. Los anillos 4 y
5 muestran la prediccion de genes codificantes de proteinas sobre la cadena forwardy reverse, respectivamente.
Los genes predichos se indican con flechas de un color correspondiente a una categoria funcional eggNOG
(evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups Cluster) (Huerta-Cepas et al., 2018)
indicada en la leyenda. D=division celular y segregacién, L=replicaciéon, recombinacién y reparacion,
H=metabolismo de coenzimas, E=metabolismo y transporte de amonoacidos, C=produccién y conversién de
energia, U= trafico intracelular, secrecion, transporte vesicular, GM=G, metabolismo y transporte de
carbohidratos, y M, biogénesis de pared celular/membrana/envoltura, S=funciéon desconocida. Los genes de
proteinas hipotéticas sin categoria funcional estan representados con flechas grises. El anillo 6 muestra el

numero de nucledtidos del plasmido marcados por cada 1000.
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Fig. 6. Caracteristicas del pldsmido pAfPQ510-2 de 16745 pb de At. ferrivorans PQ510. Del centro hacia
afuera: El primer anillo es la asimetria de GC (GCskew), que se indica con sombreado color beige y violeta,
donde el beige indica un GCskew positivo y el violeta uno negativo. El segundo anillo es el contenido de G+C
que se indica con sombreado negro y gris, donde el negro representa un contenido mas alto y el gris uno
mas bajo de G+C que el promedio del plasmido. El tercer anillo representa la secuencia de DNA plasmidico.
Los anillos 4 y 5 muestran la prediccion de genes codificantes de proteinas sobre la cadena forwardy reverse,
respectivamente. Los genes predichos se indican con flechas de un color correspondiente a una categoria
funcional eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous GroupsCiluster) (Huerta-
Cepas et al.,, 2018) indicada en la leyenda. D=divisi6n celular y segregacion; V=mecanismos de defensa;
DJ= D, divisién celular y segregacion, y J, traduccion, estructura y biogénesis ribosomal; KT= K, transcripcion
y T, mecanismo de transduccién de sefal; L= replicacion, recombinacién y reparacion; K= transcripcion;
S=funcion desconocida. Los genes de proteinas hipotéticas sin categoria funcional estan representados con
flechas grises. El anillo 6 muestra el nimero de nucleétidos del plasmido marcados por cada 1000.
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Fig. 7. Caracteristicas del plasmido pAfPQ510-3 de 12365 pb de At. ferrivorans PQ510. Del centro hacia
afuera: El primer anillo es la asimetria de GC (GCskew), que se indica con sombreado color beige y
violeta, donde el beige indica un GCskew positivo y el violeta uno negativo. El segundo anillo es el
contenido de G+C que se indica con sombreado negro y gris, donde el negro representa un contenido
mas alto y el gris uno mas bajo de G+C que el promedio del plasmido. El tercer anillo representa la
secuencia de DNA plasmidico. Los anillos 4 y 5 muestran la prediccion de genes codificantes de proteinas
sobre la cadena forward'y reverse, respectivamente. Los genes predichos se indican con flechas de un
color correspondiente a una categoria funcional eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-
supervised QOrthologous GroupsCluster) (Huerta-Cepas et al., 2018) indicada en la leyenda. D=division
celular y segregacién, L=replicacién, recombinacién y reparacion, H=metabolismo de coenzimas,
S=funcion desconocida. Los genes de proteinas hipotéticas sin categoria funcional estan representados
con flechas grises. El anillo 6 muestra el numero de nucleétidos del plasmido marcados por cada 1000.
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5.2 Andlisis bioinformatico del plasmido pAfPQ506-1 de Acidithiobacillus
ferrooxidans PQ506

El DNA plasmidico extraido cumplié con las exigencias de calidad (Fig. 8) y fue
secuenciado por el sistema HiSeq2500 de lllumina®. A las secuencias recibidas
se les realiz6 un andlisis de calidad con el programa FastQC, resultando de
buena calidad (Fig. 9).

B 1kb(+)
1kb (+) Size (bp) Amount (ng/5 i)
10,000 40
8,000 40
6,000 40
5,000 80
4,000 40
3,000 40
2,000 80
1,500 40
1,000 80
800 30
650 30
500 60
400 30
300 30
200 40
100 40

Figura 8. DNA plasmidico extraido de la cepa Acidithiobacillus
ferrooxidans PQ506 enviado a secuenciar. Electroferesis en gel de
agarosa al 1% a 100V, 30 minutos. Carril 1: DNA con una
concentracién de 20ng/pl. No se observa smearing. A la derecha se
muestra los tamafos de los fragmentos del marcador ladder usado
en la electroforesis.

Se hizo un ensamblaje de novo mediante el paquete de programas Velvet
(Zerbino, 2010) y Unicycler (Wick et al., 2017), determinandose un tamano de
14204 bp (Fig. 10). Las caracteristicas generales del plasmido se muestran en
la Tabla 8.
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Figura 9. Calidad de las secuencias crudas recibidas del DNA plasmidico de
Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506. Esta imagen presenta tres sectores, el de
color verde es de calidad buena, el anaranjado aceptable y el rojo es de mala
calidad. Las barras en amarillo corresponden al rango de 25 a 75% de las
secuencias, su proyeccion en lineas corresponden del 10 al 90% de las

[ R

Quality scores across all bases (Sanger /Illumina 1.9 encoding)

HHHHHHIlH1HHHHHHIHHHL_H"__

1357 9 16-17 26-27 36-37 46-47 56-57 66-67 76-77 86-87 96-97

Positioninread (bp)

secuencias. La linea es la calidad media de las secuencias.

Tabla 8. Caracteristicas generales del plasmido pAfPQ506-1

pAfPQ506-1

Tamano 14204 pb
Contenido de GC 59.4%
Genes codificantes de proteinas 16

Proteinas con funcién asignada 8

Proteinas hipotéticas 8
Estas caracteristicas se determinaron usando los softwares, ORFfinder, BlastP

GeneMarkS, Prokka y RAST (4.3.3.), y el %GC con WebDSVia 2.0
(http://www.molbiotools.com/WebDSV/).
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5.2.1 Anotacion del plasmido pAfPQ506-1 de Acidithiobacillus ferrooxidans
PQ506

El analisis gendmico in silico del plasmido reveld la presencia de
secuencias codificantes (CDS) de proteinas. Los genes de proteinas con
funcion asignada encontrados se detallan en la Tabla 9, y su localizacidén

en el plasmido se muestra en la Figura 10.
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OPERON ars

A

Tabla 9. Secuencias codificantes encontradas en el plasmido pAfPQ506-1

/ArsA

ArsD

ArsC
ArsR

ArsB
N—

MobA

Hipotético
Hipotético
Hipotético
Rep

Hipotético
Hipotético

Hipotético
Hipotético

Proteina
oxidorreductasa
disulfuro-piridin
nucleétido
dependiente de
FAD

Hipotético

ATPasa de la bomba de arsénico. Similar a gen ortélogo con producto del mismo
nombre. Categoria funcional COG = P (transporte de iones inorganicos y
metabolismo).

Represor que actia en trans del operon de resistencia al arsénico. Similar a gen
ortélogo con producto del mismo nombre. Categoria funcional COG = S (funcién
desconocida).

Arsenato reductasa.

Regulador transcripcional (superfamilia HTH).

Proteina de la bomba de eflujo de arsénico.

Proteina de movilizacién. Similar a gen ortélogo con producto proteina con dominio
de relajasa/movilizaciéon/ nucleasa (MobA). Categoria funcional COG = U (trafico
intracelular, secrecion y transporte vesicular).

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de replicacion. Similar a gen ortélogo con producto del mismo nombre.
Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina hipotética

Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto proteina con dominio
DUF4160. Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto proteina con dominio
DUF2442. Categoria funcional COG = S (funciéon desconocida).

Proteina hipotética

Proteina putativa 6xidorreductasa disulfuro-piridin nucleétido dependiente de FAD.
Similar a gen ortélogo con producto protéico del mismo nombre. Categoria funcional
COG = P (transporte de iones inorganicos y metabolismo).

Proteina hipotética. Similar a gen ort6logo con producto proteina con dominio CBS
(cistationina-beta-sintasa). Categoria funcional COG = S (funcién desconocida).

8.00E-71

4.00E-103
1.00E-55

2.00E-66

0

5.00E-60
6.00E-27
1.00E-24

4.00E-119
2.00E-52
4.00E-55

6.00E-52

5.80E-24

7.00E-41

93.87

95.83

91.30
74.79

93.33

89.94

95.56
57.45
79.22

82.59
91.30
96.51

95.24

53.80

91.30

59.65

Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidithiobacillus ferrooxidans
Acidithiobacillus thiooxidans,
Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus thiooxidans,
Acidithiobacillus ferrivorans

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidithiobacillus caldus
Acidithiobacillus thiooxidans
Acidithiobacillus thiooxidans,
Pseudomonas sp.
Acidithiobacillus thiooxidans
Acidithiobacillus thiooxidans,
Thiorhodovibrio sp.
Acidithiobacillus thiooxidans,
Herbaspirillum seropedicae
Shinella sp. MEC087, p039
[Rhizobium phage 16-3]

Metagenoma de drenaje de
minas, Thiomonas
arsenitoxydans

Thiomonas sp., Thiomonas
arsenitoxydans

Para la anotacién se usaron los programas ORFfinder, Prokka, RAST (http://rast.nmpdr.org/) y GenMark (http://exon.gatech.edu/GeneMark/), los analisis de similaridad se
realizaron usando BlastP contra las bases de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). La categoria funcional COG se

asigné usando eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups Cluster) (Huerta-Cepas et al,
mapper.embl.de/).
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Fig. 10. Caracteristicas del plasmido pAfPQ506-1 de 14204 pb de Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506. Del
centro hacia afuera: El primer anillo es la asimetria de GC (GCskew), que se indica con sombreado color beige
y violeta, donde el beige indica un GCskew positivo y el violeta uno negativo. El segundo anillo es el contenido
de G+C que se indica con sombreado negro y gris, donde el negro representa un contenido mas alto y el gris
uno mas bajo de G+C que el promedio del plasmido. El tercer anillo representa la secuencia de DNA
plasmidico. Los anillos 4 y 5 muestran la prediccién de genes codificantes de proteinas sobre la cadena forward
y reverse, respectivamente. Los genes predichos se indican con flechas de un color correspondiente a una
categoria funcional eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous GroupsCluster)
(Huerta-Cepas et al., 2018) indicada en la leyenda. P=transporte y metabolismo de iones inorganicos;
T=mecanismos de transduccion de sefal; R=s6lo prediccion de funcién general, U=trafico intracelular,
secrecion y transporte vesicular; S=funcion desconocida. Los genes de proteinas hipotéticas sin categoria
funcional estan representados con flechas grises. El anillo 6 muestra el nimero de nucleétidos del plasmido
marcados por cada 1000. Se ha marcado la region del operén ars, con secuencias relacionadas a la resistencia
al arsénico.
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5.2.2 Analisis comparativo del operén arsADCRB

El plasmido pAfPQ506-1 de la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans 506
presentd los genes arsA, arsD, arsC, arsRy arsB conformando el operdn
arsADCRB, que se extiende desde el nucle6tido 82 hasta el 4534 (Fig. 11)
y que conferiria resistencia al arsénico. El operén fue comparado con 63
plasmidos y 41 genomas cromosomales de la base de datos del servidor
RAST, de bacterias procedentes de ambientes mineros, suelos, lagunas,
océanos y algunas de origen clinico que presentaban resistencia al
arsénico (Tablas 10y 11). De los 63 plasmidos, solamente 18 presentaron
genes de resistencia al arsénico (Fig. 12). Los plasmidos pTcM1 y pLAtc3
de las cepas Acidithiobacillus caldus MNG y Acidithiobacillus caldus SM-
1, respectivamente, presentaron los genes arsA, arsD, arsC, arsR con una
mayor identidad (0.86, 0.65, 0.71, 0.53) a los genes del mismo nombre en
el plasmido pAfPQ506-1, en comparacién con los demas plasmidos
(Tabla 10). Los genes de resistencia al arsénico localizados en el
cromosoma de las especies Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus
ferrooxidansy Acidithiobacillus caldus presentaron identidad elevada a los
genes arsADCRB del plasmido pAfPQ506-1, en comparacién con los
demas cromosomas bacterianos analizados (Tabla 11). Con respecto a
Acidithiobacillus caldus, la mayoria de cepas mostré un patron marcado
de 3 genes (arsC, arsR, arsB), a excepcion de los dos plasmidos arriba

mencionados.
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3727 4534 1308

Funcidn asignada

ATPasa bomba de
arsénico (ArsA)
Represor que actia en
trans (ArsD)

Arsenato reductasa
(ArsC)

Regulador
transcripcional (ArsR)
Proteina de bomba de
eflujo de arsénico
(ArsB)

Figura 11. Localizaciéon de los genes arsA, arsD, arsC, arsR 'y arsB que conforman el operén arsADCRB en el plasmido pAfPQ506-1. A)
Representacion grafica indicando el nucleétido de inicio y término del operén. B) Indicacion de los nucleétidos de inicio, término y longitud

en pares de bases de cada gen del operén arsADCRB.
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Tabla 10. Identidad de los genes arsA, arsD, arsC, arsR y arsB del plasmido pAfPQ506-1 a los genes homdlogos de plasmidos de
diferentes bacterias segun el servidor RAST.

CEPAS Y PLASMIDOS BACTERIANOS

ARSENICO*

GENES DE RESISTENCIA AL

GENES ars ANOTADOS

ORIGEN DEL AISLADO

-—-- e =

pAfPQ506-1 (Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506) arsA arsD | arsC | arsR | arsB arsA, arsD, arsC, arsR, arsB Ambiental (relave minero)
pLAtc3 (Acidithiobacillus caldus SM-1) 86 65 71 53 arsR, arsC, arsD, arsA Ambiental (reactor minero)

D pTcM1 (Acidithiobacillus caldus MNG) 86 65 71 52 arsR, arsC, arsD, arsA Ambiental (agua termal)

N pUNNAMEDS (Cupriavidus metallidurans Ni-2) 70 55 65 64 arsB, arsC, arsD, arsA Ambiental (suelo)

A pRALTA (Cupriavidus taiwanensis LMG19424) 43 51 ND arsB (ACR3), 3 arsR, arsC, arsH Ambiental (suelo-vegetales)
pPAZKH (Azoarcus sp. KH32C) 72 61 66 48 ND arsB (ACR3), arsR, arsC, arsD, arsA Ambiental (suelo agricola)
pCNB (Comamonas testosteroni CNB-1) 43 48 65 arsB, arsR, 2 arsC Ambiental (lodo activado)

= pACMV2 (Acidiphilium multivorum AIU 301) 44 44 70 arsB, 2 arsC, arsR, arsH Ambiental (relave minero)

L pEC-IMPQ_177 (Enterobacter cloacae) ND ND 60 arsB, arsR, arsC, arsH Patégeno humano

A pK29 (Klebsiella pneumoniae) ND ND 60 arsB, arsR, arsC, arsH Patégeno humano

s pR485 (Morganella morgani M203) 42 50 ND arsB (ACRB), arsR, arsC Patégeno humano

M pFRL4 (Streptomyces sp. F2) 33 32 ND arsB (ACR3), 3 arsR, 2 arsC Ambiental (suelo)

| pFRL6 (Streptomyces sp. F12) 33 32 ND arsB (ACR3), 3 arsR, 2 arsC Ambiental (suelo)

D pFRL5 (Streptomyces sp. F8) 51 52 32 34 ND 4 arsB (ACR3), 12 arsR, 8 arsC, arsD, 2 arsA Ambiental (suelo)

| pFRL3 (Streptomyces sp. FR1) 33 32 ND arsB (ACR3), 3 arsR, 2 arsC Ambiental (suelo)

A pR64 (Salmonella enterica Typhimurium) 70 54 ND 32 62 arsB, arsC, arsD, 2 arsA, arsH Patégeno humano

L pR773 (Escherichia coli) 77 47 50 41 62 2 arsB (ACRB), 3 arsR, arsC, arsD, arsA, arsH Patégeno humano
pl258 (Staphylococcus aureus) 32 ND 52 arsB, arsR, arsC Patégeno humano
pYVe227 (Yersinia enterocolitica W22703) ND ND 61 arsB, arsR, arsC, arsH Patégeno humano

ND: No determinado (no hay identidad con los genes del plasmido pAfPQ506-1).
*Las cifras en esta columna son porcentajes de identidad.
Se muestran los plasmidos que presentaron arsA, arsD, arsC, arsR y arsB con mayor identidad.
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Tabla 11. Identidad de los genes arsA, arsD, arsC, arsR y arsB del plasmido pAfPQ506-1 a los genes homologos del cromosoma de
diferentes bacterias segun el servidor RAST.

GENES DE RESISTENCIA AL ORIGEN DEL
CEPAS BACTERIANAS ARSENIGO® GENES ars ANOTADOS AISLADO
pAfPQ506-1 (Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506) arsA | arsD | arsC | arsR | arsB arsA, arsD, arsC, arsR, arsB Amb';?rt]ilrg)elave
Acidithiobacillus ferrivorans PRJEB5721 AFERRI 93 95 91 63 94 arsB, arsR, arsC, arsD, arsA Ambiental
Acidithiobacillus ferrivorans PQ33 93 95 91 62 94 2arsB, 2arsR, 2arsC, 2arsD, 2arsA Ambiental
Acidithiobacillus ferrivorans YL15 93 95 91 82 94 2arsB, 2arsR, 2arsC, 2arsD, 2arsA Ambiental
Acidithiobacillus ferrivorans SS3 93 95 91 62 94 arsB, arsR,arsC, arsD, arsA Ambiental
Acidithiobacillus ferrivorans CF27 93 95 91 63 94 arsB, arsR,arsC, arsD, arsA Ambiental
D| Acidithiobacillus caldus ATCC 51756 78 74 83 arsB, arsR, 2arsC Ambiental
N| Acidithiobacillus caldus MTH-04 77 74 90 arsB, arsR, 2arsC Ambiental
A | Acidithiobacillus caldus SM-1 78 74 83 arsB, arsR, 2arsC Ambiental
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 75 74 82 arsB, arsR, arsC, arsH Ambiental
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53933 75 74 87 arsB, arsR, arsC, arsH Ambiental
C| Acidithiobacillus ferrooxidans Hel18 75 74 87 arsB, arsR, arsC, arsH Ambiental
R| Acidithiobacillus ferrooxidans BY0502 91 92 85 87 94 arsB, 2arsR, arsC, arsD, arsA Ambiental
O| Acidithiobacillus ferrooxidans V8 45 42 79 arsB, 2arsR, 2arsC Ambiental
M| Acidihalobacter properus F5 41 41 76 arsB, arsR, arsC Ambiental
O| Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 67 53 ND 46 ND arsB (ACR3), 2arsR, arsC, arsD, arsA Clinico
S| Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 52 50 37 ND arsB (ACR3), arsC, arsD, arsA Ambiental
O| Aurantimonas sp. SI85-9A1 46 47 70 arsB, arsR, 2arsC, arsH Ambiental
M| Azoarcus sp. EbN1 70 57 69 51 ND arsB (ACR3), arsR, arsC, arsD, arsA Ambiental
A| Azoarcus sp. BH72 53 43 47 49 ND arsB (ACR3), arsR, 2arsC, arsD, arsA Ambiental
L | Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 47 46 33 ND ND 2arsB, 2arsR, arsC, 2arsD, 2arsA Clinico
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 46 46 35 ND ND arsB (ACRB), arsR, arsC, arsD, arsA Clinico
Cupriavidus metallidurans CH34 43 45 ND arsB (ACR3), arsR, 2arsC, arsH Ambiental
Dechloromonas aromatica RCB 69 62 48 48 ND 2arsB (ACRB3), 2arsR, 4arsC, 2arsD, 2arsA Ambiental
Desulfovibrio vulgaris str. "Miyazaki F” 47 45 49 arsR, arsD, arsA Ambiental
Geobacter uraniireducens Rf4 50 39 38 ND arsB, arsR, arsD, arsA Ambiental
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Continuacién: Tabla 11. Identidad de los genes arsA, arsD, arsC, arsR y arsB del plasmido pAfPQ506-1 a los genes homologos del
cromosoma de diferentes bacterias segun el servidor RAST.

>Z0

r>Z200W0Z03TO

CEPAS BACTERIANAS

GENES DE RESISTENCIA AL
ARSENICO*

GENES ars ANOTADOS

ORIGEN DEL
AISLADO

pAfPQ506-1 (Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506)

Herminiimonas arsenicoxydans
Klebsiella michiganensis 3T412C
Klebsiella michiganensis HKOPL1
Lactobacillus brevis ATCC 367
Methylomonas methanica MC09
Methylobacillus flagellatus KT
Photobacterium profundum 3TCK
Planctomyces limnophilus DSM 3776
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841
Rhodoferax ferrireducens T118
Rhodoferax ferrireducens DSM 15236
Stenotrophomonas maltophilia K279a
Sulfuriferula sp. AH1

Thioalkalivibrio sp. HL-EbGR7

-— - e =

arsC arsR arsB

50 51 62
70 53 ND ND 61
69 53 ND 38 62
49 40 34 37
69 58 61 57
71 57 70 63
64 58 30 33 ND

arsA

51 28 61

69 53 67 50 26
69 53 67 50 26
49 49 27
86 61 71 47 61
45 44 61

arsA, arsD, arsC, arsR, arsB

2arsB, arsB (ACRS3), 3arsR, 4arsC, 3arsH
arsB, arsR, arsC, arsD, 2arsA
arsB, 2arsR, arsC, 2arsD, 2arsA, arsH
arsR, arsC, arsD, arsA
arsB (ACRB3), arsR, arsC, arsD, arsA
arsB, arsC, arsD, arsA
arsB (ACRB3), arsR, arsC, arsD, arsA
arsC, arsD, arsA
arsB, 2arsR, arsC, arsH
arsR, 2arsC, arsA
arsB, arsB (ACR3), arsR, arsC, arsD, arsA
arsB, arsB (ACR3), arsR, arsC, arsD, arsA
arsB, arsB (ACR3), arsR, 2arsC, arsH
arsB, arsR, arsC, arsD, arsA
arsB, arsB (ACR3), arsR, arsC

Ambiental (relave
minero)
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Clinico
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Clinico
Ambiental
Ambiental

ND: No determinado (no hay identidad con los genes del plasmido pAfPQ506-1).
*Las cifras en esta columna son porcentajes de identidad.

Se muestran los cromosomas que presentaron arsA, arsD, arsC, arsR y arsB con mayor identidad.
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Figura 12. Plasmidos bacterianos con genes homaélogos a arsADCRB del plasmido pAfPQ506-1
obtenidos usando el servidor RAST.
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5.2.3 Analisis filogenético de los plasmidos y del gen arsC

Las secuencias completas de los 63 plasmidos mencionados en 5.2.6 (de
origen tanto ambiental como clinico) fueron alineadas para generar un arbol
de distancias genéticas, identificando los plasmidos que presentan genes de
resistencia al arsénico (Figura 13). Se observa que el plasmido pAfPQ506-1
de Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506, que porta el operén arsADCRB, es
mas cercano al plasmido pAfPQ33-1, que no lo porta, pero que pertenece a
la cepa A. ferrivorans PQ33 que fue aislada de su mismo habitat. Ambos
plasmidos también son cercanos a pAfPQ510-1 y pAfPQ510-2 de A.
ferrivorans PQ510 del mismo habitat y a pACA1.2 (acceso European
Nucleotide Archive ENA N° CP005989) de A. caldus ATCC 51756 (Valdes et
al., 2009). Los plasmidos pAfPQ510-1 y pAfPQ510-2 de A. ferrivorans
PQ510 son cercanos entre si y distantes a pAfPQ510-3.

Los genes y proteinas de arsC (arsenato reductasa) fueron escogidos para
realizar un andlisis filogenético por ser el mas ampliamente distribuido entre
los plasmidos y cromosomas analizados. Las secuencias de arsC fueron
obtenidas por BlastN y BlastP extraidas de 18 plasmidos. Los arboles
obtenidos a partir de secuencias nucleotidicas (Figura 14) y proteicas (Figura
15) del gen arsC, son congruentes en cuanto al orden de los clados y las
distancias determinadas. En ambas figuras se muestra que arsC del
plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 presenta mayor identidad
a arsC de los plasmidos pAZKH de Azoarcus sp. (Nishizawa et al., 2012), p3
de C. metallidurans
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1061?genome_assembly_id=364554
con acceso GenBank N® CP026547.1) y pLAtc3 (acceso GenBank N¢
CP002577.1) (You et al., 2011) y pTcM1 (acceso GenBank N° EU421841)
(van Zyl et al., 2008) ambos de A. caldus. Todas son bacterias que habitan
en ambientes extremos con metales pesados. Asimismo, se observa menor
identidad a arsC de plasmidos de otras especies como pACMVO02 de
Acidiphilium multivorum (Acceso GenBank N° AP012037.1), plasmidos de
Streptomyces spp. (Acceso GenBank N2 KF602048.1, KF602049.1,
KF602050.1 y KF602051.1), S. aureus (Ji y Silver, 1992) (Acceso GenBank
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1061?genome_assembly_id=364554

N? GQ900378.1), E. coli (Chen et al., 1986; San Francisco et al., 1990; Wu
y Rosen, 1991; Wu y Rosen, 1993) (Acceso GenBank N° J02591.1,
AAA21094.1, AAA21095.1, AAA21096.1) y otras enterobacteriaceas
(Acceso GenBank N° EF382672.1, EU855788.1, HE577112.1, AP005147.1
y AF102990.1).
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Figura 13. Arbol de distancias genéticas Neighbor Joining basado en la secuencia completa de 63 plasmidos de bacterias procedentes de ambientes mineros,
suelos, lagunas, océanos y algunas de origen clinico. Las secuencias completas fueron alineadas con MAUVE vy el arbol fue generado con MEGA 7.
o0 o0
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Figura 14. Arbol filogenético de Maxima verosimilitud basado en la secuencia nucleotidica de arsC de los plasmidos portadores de genes de resistencia a arsénico
de bacterias procedentes de ambientes mineros, suelos, lagunas, océanos y algunas de origen clinico. Las secuencias de los genes arsC (mas conservadas y
distribuidas entre estos plasmidos) fueron alineadas con MAUVE vy el arbol fue generado con MEGA 7. Los numeros en las raices son porcentaje de 1000

bootstraps. El nimero de la barra es distancia genética. Se ha sombreado el plasmido de este estudio.
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Figura 15. Arbol filogenético de Maxima verosimilitud basado en la secuencia aminoacidica de ArsC de los plasmidos portadores de genes de resistencia a arsénico
de bacterias procedentes de ambientes mineros, suelos, lagunas, océanos y algunas de origen clinico. Las secuencias aminoacidicas de ArsC fueron alineadas
con MAUVE y el &rbol fue generado con MEGA 7. Los nimeros en las raices son porcentaje de 1000 bootstraps. El nimero de la barra es distancia genética. Se

ha sombreado el plasmido de este estudio.
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5.2.4 Analisis comparativo entre los plasmidos mas relacionados

Los genes de resistencia a arsénico del plasmido pAfPQ506-1 presentan
una mayor identidad a los genes homdélogos de los plasmidos pTcM1 y
pLAtc3 de las cepas Acidithiobacillus caldus MNG vy Acidithiobacillus
caldus SM-1, respectivamente (Figuras 16 y 17). La Fig. 16 muestra una
alta identidad de los genes arsA, arsD, arsC y cdr (CoA disulfuro reductasa
o NADH oxidasa o disulfuro éxidorreductasa dependiente de FAD) entre
los plasmidos pAfPQS506-1 y pTcM1, y que éste no presenta arsB (gen de
la bomba de arsénico); asimismo, esta invertido el orden de los genes ars
y cdrde pAfPQ506-1 con respecto a pTcM1. En la Fig. 17 se observa que
también hay una alta identidad de los genes antes mencionados, asi como
de una parte del gen mobA entre los plasmidos pAfPQ506-1 y pLAtc3, y
que éste tampoco presenta arsB; asimismo, la orientacidén de arsA, arsD,
arsC y cdr es la misma en ambos plasmidos. En la Fig. 18 se aprecia que
el plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans tiene una region con alta
identidad al plasmido pAfPQ33-1 de A. ferrivorans. En esta region se
encuentra el gen mobA (proteina de movilizacion) y dos hipotéticos, con

la misma sintenia.
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Figura 16. Analisis comparativo entre el plasmido pAfPQ506-1 de Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506 y el plasmido pTcM1 de Acidithiobacillus caldus MNG. La escala
de grises indica porcentaje de identidad. Los genes del operén arsADCRB estan en color rojo.
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Figura 17. Analisis comparativo entre el plasmido pAfPQ506-1 de Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506 y el plasmido pLAtc3 de Acidithiobacillus caldus SM-1
La escala de grises indica porcentaje de identidad. Los genes del operdén arsADCRB estan en color rojo.
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Figura 18. Andlisis comparativo entre el plasmido pAfPQ506-1 de Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506 y el plasmido pAfPQ33-1 de Acidithiobacillus ferrivorans.
La escala de grises indica porcentaje de identidad. Los genes del operén arsADCRB estan en color rojo.
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6. DISCUSION

En este estudio se ha caracterizado molecular y genémicamente los plasmidos
extraidos de las cepas nativas Acidithiobacillus ferrivorans PQ510 vy
Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506, aisladas de una zona minera de Cerro de
Pasco, Peru. En dichas cepas se encontraron tres y un plasmido, respectivamente,
de tamarfos y secuencias codificantes variadas. Esta caracteristica ya habia sido
observada por Ni et al. (2008), afirmando que los aislados del género
Acidithiobacillus exhiben un alto grado de variabilidad genética entre las cepas de

la misma especie incluyendo el numero y tamarfio de plasmidos.

6.1 Caracterizacién molecular y genémica de los plasmidos de Acidithiobacillus

ferrivorans PQ510

Se encontraron tres plasmidos, pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 y pAfPQ510-3, de
un tamano de 28369, 16745 y 12365 pb, respectivamente.

Existen solamente dos publicaciones sobre el hallazgo de plasmidos en esta
especie: Tran et al. (2017) reporta un plasmido de 46453 pb (AFERRIp, con
namero de acceso LT841306 del Archivo Europeo de Nucledtidos (ENA,
https://www.ebi.ac.uk/ena)) en la cepa CF27, y en el Peru, Eca (2016)
encontré dos plasmidos de 10218 (pAfPQ33-1) y 12094 pb (pAfPQ33-2),
respectivamente, en la cepa PQ33 aislada de aguas acidas de minas de Cerro

de Pasco.

El plasmido AFERRIp de A. ferrivorans CF27 porta 50 secuencias codificantes
(CDS), incluyendo genes que se predice estan involucrados en la replicacién
(repA) y movilizacion del plasmido (mob), en sistemas toxina—antitoxina, en la
resistencia al cobre (operén cus) y a sistemas de eflujo multidroga (operén
acr) (Tran et al., 2017). La sintenia de los genes de los operones cusy acres
similar a la observada en los plasmidos identificados en A. caldus SM-1,
sugiriendo un origen similar (Tran et al., 2017).

El pldsmido pAfPQ33-1 tiene 10 CDS, prediciéndose genes involucrados en

la replicacion (repA, xerD), transferencia (traD) y movilizacién del plasmido
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(mobA), en regulacién transcripcional, en actividades enzimaticas como
Diguanilato ciclasa-fosfodiesterasa con dominio quimiorreceptor de unién a
zinc, y varias secuencias codificantes de proteinas hipotéticas (Eca, 2016). El
plasmido pAfPQ33-2 tiene 12 CDS, incluyendo genes predichos de replicacion
(dnad), transferencia (traD) y movilizacion del plasmido (mobA), de sistema
toxina-antitoxina (hicA, hicB), porina O/P, endonucleasa VapD vy varias
secuencias codificantes de proteinas hipotéticas (Eca, 2016).

En este estudio, el andlisis de la secuencia completa de los plasmidos
pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 y pAfPQ510-3 de la cepa At. ferrivorans PQ510 ha
generado conocimientos acerca de los genes putativos que portan y la funcién
que cumplen (predicha o asignada por herramientas bioinformaticas).

Asi, se ha encontrado en dichos plasmidos 41, 21y 15 CDS, respectivamente,
de proteinas resolvasa, de metabolismo de coenzimas, metabolismo de
carbohidratos, de produccion y conversién de energia, oxidorreductasas, de
replicacion, recombinacion y reparacion de DNA, de movilizacion, transporte
y metabolismo de aminoacidos, de segregacion del plasmido, de sistemas
toxina-antitoxina, de sistemas modificacidén-restriccion, reguladores
transcripcionales, con dominio F-box, y proteinas hipotéticas (Tablas 5,6y 7).

Las funciones asignadas se discuten a continuacion:

@ Proteina Tin R Resolvasa/lntegrasa

Es una proteina de uniéon a DNA con actividad de recombinasa o DNA
invertasa. La familia de proteinas resolvasa/invertasa o serina
recombinasas son enzimas que comparten las siguientes caracteristicas
estructurales: un dominio N-terminal catalitico y de dimerizacion que
contiene un residuo de serina conservado en la unién covalente transitoria
al DNA, y un dominio de union a DNA hélice-vuelta-hélice C-terminal
(Garnier, et al., 1987) (https:/prosite.expasy.org/doc/PS51736). Se han
encontrado resolvasas/integrasas en cromosoma y plasmidos de bacterias,
fagos, transposones (https://prosite.expasy.org/doc/PS51736).

Se ha encontrado una region codificante de proteina Tin R (558 pb) en el
plasmido conjugativo pUM505 de una cepa de Pseudomonas aeruginosa,
con 100% de homologia a TinR de Burkholderia vietnamiensis G4 (N°
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acceso ABO60124) codificada en el plasmido pBVIEO2 (Ramirez-Diaz,
2011). También se ha hallado tinR en E. coli, Salmonella enterica,
Aeromonas salmonicida, entre otras bacterias
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=Resolvase%2FIntegrase+TinR+pr
otein&sort=score). No hay reportes en Acidithiobacillus.

El plasmido pAfPQ510-1 tiene una regién codificante de TinR con un E-
value 7.00E-64 y una identidad de 79.67% a la proteina TinR de
Pseudomonas aeruginosa y de Burkholderia vietnamiensis G4 (Tabla 5).
Tin R podria cumplir un papel importante en los eventos de recombinacion
del plasmido.

® 15-cis-fitoeno desaturasa
Es una enzima oxidorreductasa (https://www.uniprot.org/uniprot/P21685)
integrada a la membrana que cataliza la desaturacién de fitoeno (un tipo de
caroteno) no coloreado a otros carotenos no saturados coloreados, como
por ejemplo, el licopeno. El producto de la reaccion enzimética depende del
numero de pasos de desaturaciéon. Se ha aislado genes que codifican
fitoeno desaturasa de bacterias (no fotosintéticas y fotosintéticas), hongos,
cianobacterias y plantas superiores (Fraser et al., 1992). En la
cianobacteria Sinechococcus el gen pds codifica una fitoeno desaturasa
que genera el producto ¢-caroteno al igual que el gen pds del tomate,
ambas enzimas presentan una alta homologia de secuencia amoinoacidica
y ambas requieren NAD (P) como cofactor (Sandmann, 1994). La
cianobacteria Anabaena posee el gen zds de una fitoeno desaturasa que
produce licopeno a partir de (-caroteno, en tanto que las bacterias
Rhodobacter y Erwiniatienen el gen crtl de fitoeno desaturasa que produce
licopeno a partir del fitoeno; ambas enzimas bacterianas requieren FAD
como cofactor y presentan alta homologia de secuencia aminoacidica
(Sandmann, 1994). Como se puede apreciar, la fitoeno desaturasa de
bacterias, esta involucrada en la sintesis de carotenos. Estos productos son
un importante grupo de pigmentos con distintas propiedades, entre ellas, la
de ser antioxidantes (Chandi y Gill, 2011; Coker, 2016). Desde esta
perspectiva, es posible que la enzima fitoeno desaturasa predicha en el
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plasmido participe en la sintesis de algun tipo de caroteno que proteja a
Acidithiobacillus del estrés oxidativo propio de su habitat.

Todos los resultados demuestran que a lo largo del curso de la evolucién
se adquirieron dos fitoeno desaturasas completamente diferentes, no
relacionadas, que no tienen un ancestro comun: el grupo de las fitoeno
desaturasas de las de plantas superiores, algas verdes y cianobacterias, y
un segundo grupo de fitoeno desaturasas de bacterias y hongos
(Sandmann, 1994).

Esta enzima esta codificada en el plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans
PQ510, y es 98.6% idéntica, con Evalue 0, a una amino oxidasa del genoma
de A. ferrivorans SS3 (N° Acceso WP_014030331.1) codificada por el gen
denominado Acife_3019 (https://www.uniprot.org/uniprot/GOJUC3). La
enzima tiene >67% de identidad a amino oxidasas de bacterias como
Pseudomonas sp., Rhodoferax ferrireducens, Thiothrix lacustris, y 67.4%
de indentidad a 15-cis-fitoeno desaturasa de Pantoea sp. AS-PWVM4 (N°®
Acceso U2NIWS).

®© dTDP-4-dehidrorhamnosa reductasa
Es una enzima oxidorreductasa de la via biosintética de la timidina
difosfato-L-rhamnosa (TDP-L-rhamnosa), también denominada rhamnosa
activada, un componente importante del lipopolisacarido (LPS) de las
bacterias (https://www.uniprot.org/uniprot/P55463). La enzima esta
codificada por el gen rmID, usa NADH y NADPH, su cofactor es el Mg?*, y
es necesaria para el ensamblaje de glicoconjugados de superficie en
diversas bacterias. (Graninger et al., 1999;
https://www.uniprot.org/uniprot/P55463). Se ha determinado que estos
glicoconjugados de superficie o polisacaridos extracelulares
(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/G0:0045226) son esenciales para la
supervivencia de bacterias, para las interacciones bacteria-hospedero, y se
ha observado que presentan diversidad estructural en las especies
bacterianas debido a variaciones de los componentes azucares, enlaces y
sustituciones (Graninger et al., 1999). La dTDP-L-rhamnosa es el precursor
de la L-Rhamnosa (L-Rha), un componente del lipopolisacarido core y de
varios  polisacaridos del antigecno O de Pseudomonas
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(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR005913/). Asimismo, en
Azospirillum es muy importante para la biosintesis de su LPS core,
produccién de exopolisacaridos y colonizacién de la raiz de plantas (Jofré
et al., 2004). Se ha estudiado que en grampositivos esta enzima actua en
la formacién del glucano de las glucoproteinas de la capa S y que las
especies ambientales parecen adaptarse a las condiciones alteradas del
ambiente cambiando las proteinas de su capa S (Graninger et al., 2002).
Esta enzima ha sido encontrada en diversas bacterias tanto patégenas
como  ambientales  (https://www.uniprot.org/uniprot/?query=dTDP-4-
dehydrorhamnose+reductase&sort=score), entre ellas en Acidithiobacillus
spp. (https://www.uniprot.org/uniprot/?query=dTDP-4-
dehydrorhamnose%20reductase%20AND%200organism:%22Acidithiobacill
us%22&sort=score).

Esta enzima esta codificada en el plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans
PQ510, y es 94% idéntica, con Evalue 0, a una dTDP-4-dehidrorhamnosa
reductasa del genoma de A. ferrivorans SS3 (N° Acceso WP_014030331.1)
codificada por el gen denominado rm/D. No hay otros reportes en
plasmidos.

® Decaprenilfosforil-beta-D-ribosa oxidasa

Es una flavo enzima codificada por el gen dprE1, que cataliza el segundo
paso de la epimerizacién de decaprenil-fosfo-ribosa (DPR) a decaprenil-
fosfo-arabinosa (DPA), un precursor clave que sirve como donador de
arabinosa necesario para la sintesis de arabinanos de la pared celular de
micobacterias y biosintesis de polisacaridos capsulares (Brecik et al., 2015)
(https://www.uniprot.org/uniprot/AOR607). Se ha encontrado
frecuentemente en bacterias grampositivas y en algunas gramnegativas,
como Pseudomonas
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=dprE1&sort=score). La DprE1
predicha en el plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans PQ510 tiene 57.45%
de identidad y un Evalue de 6.00E-27 a una oxidasa ligada a FAD de
Acidithiobacillus caldus y A. ferrivorans (Tabla 5). Podria ser importante
para la sintesis de exopolisacaridos en esta bacteria.
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® Tirosina recombinasa XerD

Es una proteina miembro de la familia de tirosina recombinasas que
cataliza reacciones de intercambio de hebras de DNA (Hallet et al., 1999).
En E.coli se ha estudiado bien el sistema Xer que estd compuesto por XerC
y XerD, que son recombinasas especificas de sitio. La funcion principal de
la recombinacion Xer es convertir dimeros del cromosoma bacteriano o
multimeros de plasmidos multicopia en mondmeros para permitir su
segregacion en la divisién celular (Hallet et al., 1999; Rajeev et al., 2009).
En Vibrio cholerae se encontré que las tirosina recombinasas Xer permiten
la integracion de elementos mdviles integrativos a su cromosoma (Das et
al., 2013). También se les ha encontrado como proteina regulatoria de
fimbria, que controla la variacion de fase de las fimbrias en bacterias,
mediando la inversion periddica de un segmento de DNA que porta el
promotor del gen estructural de la fimbria
(https://www.uniprot.org/uniprot/POADH5). Su funcién biolégica es
responder a estimulos que danan el DNA, que podrian provenir del
ambiente (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006974).

La XerD predicha en los plasmidos pAfPQ510-1 y pAfPQ510-2 de A.
ferrivorans PQ510 tiene 82.59 y 87.45% de identidad y un Evalue de 4.00E-
119 y 2.00E-148, respectivamente, a una proteina de replicacién y a una
proteina regulatoria de fimbria tipo 1 de Acidithiobacillus thiooxidans
(Tablas 5y 6).

@ Proteina HU de uniéon a DNA
Es una proteina de unién a DNA similar a histona en bacterias, que es
capaz de envolver el DNA para estabilizarlo y asi evitar su
desnaturalizacion en condiciones ambientales extremas
(https://www.uniprot.org/uniprot/POWMKG). Estas proteinas son
omnipresentes en bacterias, arqueas y algunos eucariotes; se unen a DNA
de doble hebra sin especificidad de secuencia, pero con avidez a
estructuras como horquillas, nicks, protuberancias (Kamashev et al., 2017).
La proteina HU (gen hup) predicha en los plasmidos pAfPQ510-1 y
pAfPQ510-2 de A. ferrivorans PQ510 tiene 55 y 100% de identidad y un
Evalue de 6.00E-15 y 9.00E-71, respectivamente, a una proteina de la
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familia HU de Desulfovibrio alkalitolerans, Acidithiobacillus ferroxidans y
Acidithiobacillus caldus (Tablas 5 y 6). Podria cumplir la funcion de
estabilizar el DNA en condiciones de estrés ambiental.

@® Proteina iniciadora de la replicacion RepB

Es una proteina iniciadora de la replicacion en circulo rodante codificada
en plasmidos, virus y algunos protozoarios, se ha estudiado detalladamente
en el plasmido promiscuo pMV158 de Streptococcus agalactiae (Boer et al.,
2016). Se ha encontrado en plasmidos de diversas bacterias tanto
grampositivas como gramnegativas
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=RepB&sort=score).

La proteina RepB predicha en el pldsmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 94.87% de identidad y un Evalue de 0 a una proteina iniciadora
de replicacion de plasmido de la familia RepB de Acidithiobacillus

thiooxidans 'y Polaromonas sp. (Tabla 5).

@© Proteina de segregacion ParB

Los genes denominados parA y parB estan codificados en muchos
plasmidos de bajo numero copias y en cromosomas bacterianos.
Interactian con uno o mas sitios que actuan en cis llamados centromeros
para asegurar mejor la segregacion de la molécula de DNA que los
codifican. Par B se une al sitio ParS del replicon (Bignell and Thomas, 2001;
Rodionov and Yarmolinsky, 2004).

La proteina ParB predicha en el plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 95.71% de identidad y un Evalue de 1.00E-40 a una proteina
de segregacion ParB de Acidithiobacillus thiooxidans y de Xanthomonas

axonopodis (Tabla 5).

@ ATPasa de segregacion Soj
Soj es una proteina homdloga a ParA; Soj es denominada asi por su
participacion en la segregacion del cromosoma de Bacillus subtilis durante
la esporulacién, pero se han encontrado proteinas homélogas a ésta en
diversas bacterias que no producen esporas (Leonard et al., 2005). Las
proteinas de la superfamilia ParA son ATPasas tipo Walker (motivo
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KGGxxK{T/S}, un loop que interactia con los fosfatos de ATP y ADP), muy
comunes y unicas en procariotes que se ensamblan en el segregasoma
maduro (Hayes y Barilla, 2010; Baxter y Funnell, 2015). The segregasoma
es el complejo de nucleoproteinas que impulsan la segregacion precisa de
plasmidos durante la division celular. EI complejo incluye tipicamente: (i)
una secuencia analoga a centrémero en el cual ocurre el ensamblaje del
segregasoma; (ii) una de una amplia gama de proteinas de union al DNA,
reconoce especificamente su centromero y forma una estructura de
nucleoproteina de arquitectura especifica; y (iii) una proteina de unién a
ATP, ya sea similar a actina o, mas comunmente, una ATPasa tipo Walker
de la superfamilia ParA, que se ensambla a la estructura anterior (Hayes y
Barilla, 2010).

La proteina Soj predicha en el plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 91.87% de identidad y un Evalue de 4.00E-134 a una proteina
ATPasa de segregacion de la familia AAA de Pseudomonas aeruginosa,
Tepidicella xavieriy Xantomonas axonopodis (Tabla 5).

Se plantea que las proteinas Soj (superfamilia ParA) y ParB predichas en
pAfPQ510-1, al estar ubicadas juntas una después de la otra (Fig. 5), y
tener actividades de segregacion, estarian conformando el operén del

segregasoma de este plasmido.

® DNA invertasa Hin
Es una proteina DNA invertasa de la subclase de las serino recombinasas,
son generalmente controladas por complejos de nucleoproteinas (McLean
et al., 2013). Las resolvasas/invertasas son enzimas que comparten las
siguientes caractreristicas estructurales: un dominio aminoterminal
catalitico y de dimerizacién que contiene un residuo de serina conservado
involucrado en la unién covalente transitoria al DNA, y un dominio
carboxiloterminal hélice-vuelta-hélice de union a DNA (Garnier et al., 1987)
(https://prosite.expasy.org/doc/PS51736). Estas enzimas han sido bastante
estudiadas en Salmonella enterica por su actividad de invertasa en la
variacion de fase de la flagelina (Koskiniemi et al., 2013), también en
Salmonella typhimurium, Escherichia coli (genoma y plasmidos),
Clostridium perfringens, Bacillus subtilis, bacteriéfagos Mu, y transposones
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(https://prosite.expasy.org/doc/PS51736). La enzima Hin predicha en el
plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans PQ510 tiene 99.46% de identidad
y un Evalue de 8.00E-130 a una proteina resolvasa/invertasa de
Acidithiobacillus thiooxidans (Tabla 5).

En el plasmido pTF5 de Acidithiobacillus ferrooxidans se han reportado las
proteinas ResA e InvA que son invertasas con secuencias aminoacidicas
altamente conservadas a Hin (Dominy et al., 1998). Estas invertasas estan
involucradas con la variacién de fase y la variacién antigénica de las
bacterias. Ambos mecanismos son usados por las especies bacterianas
para generar diversidad intra-poblacional, para adaptarse al nicho, o para
escapar de las defensas del hospedero (Wisniewski-Dyé y Vial, 2008).
Mediante este proceso adaptativo, las bacterias experimentan cambios
fenotipicos frecuentes y generalmente reversibles como resultado de
alteraciones genéticas o epigenéticas en loci genéticos especificos
(Wisniewski-Dyé y Vial, 2008). Se ha encontrado que Acidithiobacillus
ferrooxidans experimenta variacion de fase respecto a la oxidacién de
hierro y al fenotipo swarming de las colonias. Asi, se conoce que esta
especie usa hierro y compuestos azufrados para obtener energia, pero se
han observado variantes con colonias que se diseminan rgpidamente en
medio sélido (LCS “large spreading colony’) que contiene i6n ferroso y
tiosulfato, que han perdido la capacidad de oxidar el i6n ferroso pero que
retienen la capacidad de oxidar el sulfuro y que podian revertir al fenotipo
parental (Schrader y Holmes, 1988; Wisniewski-Dyé y Vial, 2008).
Invertasas como Hin u otras recombinasas como XerD predichas en el
plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans PQ510 podrian cumplir una funcion
importante en la adaptacion de esta especie bacteriana al ambiente
extremo en que habita.

® Toxina RelE2
Se ha reportado que los plasmidos que poseen un sistema Toxina-
Antitoxina (TA) son mas persistentes en ausencia de presion de seleccién,
en comparacién con los plasmidos carecen de un sistema TA, puesto que
los sistemas TA estabilizan los plasmidos en sus hospederos matando a
las células hijas que no los heredan (Pal et al., 2015; Hernandez-Ramirez
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et al., 2018). Los sistemas TA estan diseminados entre los plasmidos de
bajo numero de copias para su propagacion estable en la poblacion
bacteriana, pero al descubrirse también numerosos sistemas TA en el
cromosoma de las bacterias, se pensé que podian cumplir un papel mas
amplio en la fisiologia bacteriana (Bukowski et al., 2017). Se ha descrito
que los sistemas TA estan involucrados en la respuesta al estrés ambiental,
en la induccién de dormancia, en la replicacion, en la sintesis de pared
celular, en la formacién de biopeliculas y en la regulacion de la expresion
de genes incluyendo los de virulencia (Bukowski et al., 2017; Wen et al.,
2014; Bukowski et al., 2013; Marakova et al., 2009; Gerdes et al., 2005).
Actualmente se conocen 6 tipos de sistemas TA (I a VI) que se distinguen
sobre la base de la naturaleza de la antitoxina (si es RNA o proteina) y su
mecanismo de accidén, mientras que el componente toxina es una proteina,
en todos los casos (Wen et al., 2014; Unterholzner et al., 2013; Page y Peti,
2016). En los sistemas de tipo | y Il las antitoxinas son RNA pequeiios no
codificantes (sRNA), en tanto que en los tipos Il, IV, V y VI las antitoxinas
son proteinas (Kopfmann et al., 2016).

Los sistemas TA también se clasifican como superfamilias de toxinas
independientes y superfamilias de antitoxinas independientes (Bustamante
et al.,, 2014). La toxina RelE2 estd comprendida en la superfamilia de
toxinas RelE/ParE, que esta organizada en operones relBE 'y parDE, donde
relB y parD codifican antitoxinas, en tanto que relE y parE codifican toxinas
(Fiebig et al., 2010). La toxina RelE2 predicha en el plasmido pAfPQ510-1
de A. ferrivorans PQ510 tiene 94.85% de identidad y un Evalue de 2.00E-
60 a una toxina RelE2 de A. thiooxidans (Tabla 5). Asimismo, tiene una
identidad mayor al 90% con la toxina ParE de A. ferrivorans
(https://www.uniprot.org/uniprot/AOA1C2IENO). RelE predicha en el
plasmido pAfPQ510-2 de A. ferrivorans PQ510 tiene 97.75% de identidad
y un Evalue de 5.00E-54 a una toxina RelE de A. thiooxidans vy
Thioalkalivibrio sulfidiphilus (Tabla 6). RelE predicha en el plasmido
pAfPQ510-3 de A. ferrivorans PQ510 tiene 98.11% de identidad y un
Evalue de 2.00E-69 a una toxina RelE de A. thiooxidans y Burkholderia
ferrariae (Tabla 7). En el sistema toxina-antitoxina RelBE2, que pertenece
al tipo I, RelE2 es la toxina y RelB2 es la antitoxina (Xu et al., 2018). Estos
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sistemas generalmente se organizan en un operdn de dos genes, donde el
primero codifica la antitoxina, que es una proteina pequena y labil (65-85
aa) y el segundo codifica la toxina, una proteina grande y estable (95-135
aa) (Agarwal et al., 2007). Cuando la bacteria pierde el plasmido durante
un evento segregacional, la antitoxina es degradada por las proteasas
celulares de manera que la toxina esta libre para su actividad de efecto
letal. Asi, estos sistemas estén involucrados en el mantenimiento estable
de los plasmidos porque las células los requieren para una constante
sintesis de novo de la antitoxina por ser una proteina labil y esencial para
la supervivencia celular (Agarwal et al., 2007). La antitoxina de los sistemas
tipo Il usualmente tiene dos funciones: i) se une a la toxina para evitar su
efecto dafino, y ii) la antitoxina sola o formando un complejo con la toxina
Se une a su propio operdn para ejercer una autorregulacion transcripcional
(Chopra et al., 2013).

Se ha investigado la distribucién y funcionalidad de los sistemas TA de tipo
Il en Acidithiobacillus ferrooxidans (Bustamante et al., 2014). Se ha
considerado que estos sistemas se mueven de un genoma a otro por
transferencia horizontal de genes puesto que estan localizados en
plasmidos y otros elementos genéticos moviles como transposones y
superintegrones y que los sistemas TA codificados en el cromosoma
pueden cumplir con la funcién de estabilizacién de fragmentos genémicos
grandes y de elementos conjugativos integrativos (ICEs) (Bustamante et
al., 2014). Estos investigadores encontraron que A. ferrooxidans tiene en
su cromosoma un alto numero de sistemas TA (28-29), al igual que otros
microorganismos ambientales, y que en 20 de ellos la toxina es una
ribonucleasa. Estan codificados cerca a elementos genéticos mdviles.
Cuatro de estos sistemas TA estaban codificados en el elemento movil
ICEAfel de A. ferrooxidans cepa ATCC 23270 y dos de ellos eran
funcionales en E. coli. Asimismo, demostraron que estos sistemas TA
tenian capacidad de mantenimiento de plasmidos. Todos los sistemas TA
encontrados estaban cerca a elementos genéticos moviles, 6 de éstos son
toxinas de la superfamilia RelE/ParE. Los investigadores proponen que la
mayoria de los sistemas TA pueden pertenecer a elementos genéticos
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mdviles activos o inactivos insertados en el cromosoma y que podrian estar

involucrados en el mantenimiento de ellos (Bustamante et al., 2014).

En cuanto a publicaciones sobre sistemas TA en plasmidos naturales de
Acidithiobacillus solamente hay una, en el plasmido pTF-FC2 de A.
ferrooxidans, en el que se hallé un sistema que denominaron pas (plasmid
addiction system) conformado por 3 genes. pasA, pasB y pasC, que
codificaban una antitoxina, toxina, y una proteina que incrementaba la
capacidad de la antitoxina para neutralizar a la toxina, respectivamente
(Smith y Rawlings, 1997). Se demostr6 que la funcién de este sistema,
aunque estaba insertado en la regién de replicacion del plasmido, no estaba
relacionada al rango de huéspedes ni al numero de copias del plasmido
sino a su mantenimiento estable (Smith y Rawlings, 1997).

Marakova et al. (2009) sefialan que los sistemas TA de tipo |l podrian estar
cumpliendo una funcién de respuesta al estrés en procariotes. Asi, se ha
observado que la mayoria de los microorganismos que tienen muchos
sistemas TA son aquéllos que crecen en ambientes escasos de nutrientes
y/o0 son quimiolitoautétrofos (Bustamante et al., 2014). Se sabe actualmente
que los sistemas TA tienen una funcién general en la regulacién de la
respuesta al estrés y que sistemas diferentes detectan estimulos diversos
y actuan como reguladores globales de la expresion de genes (Bukowsi et
al., 2013). Asi, cuando la bacteria crece en condiciones favorables los
genes de los sistemas TA se co-expresan de manera tal que la antitoxina
evita la actividad dafina de la toxina, pero, en situaciones desfavorables se
altera el balance toxina/antitoxina, generalmente debido a la induccién de
la degradacién proteolitica de la antitoxina labil. La toxina activa induce al
estado de dormancia u otras adaptaciones que capacitan a la bacteria a
sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables (Bukowsi et al., 2013).

Marakova et al. (2009) sefialan que la expresiéon de la toxina puede ser
regulada extrinsecamente. Asi, se ha demostrado que una antitoxina
cromosomal tenia efecto inhibitorio sobre una toxina plasmidica (Saavedra
et al., 2008). Se ha encontrado que es muy frecuente el hallazgo de solo

toxinas o solo antitoxinas, por ejemplo, las antitoxinas ArsR, MerR y HicA
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han sido encontradas solas en un 90, 65 y 30%, respectivamente, en el
genoma de procariotas (Marakova et al., 2009). También podria ser que
cuando las toxinas o antitoxinas estan solas, es porque estan cumpliendo
funciones diferentes a las de TA, tal como la regulacion transcripcional de
diversos operones, como es el caso de las antitoxinas “mas estables” ArsR
o MerR.

Actualmente, se afirma que los sistemas TA pertenecen al moviloma
procaridtico porque se diseminan preferentemente por transferencia
horizontal de genes mediada por plasmidos (Marakova et al., 2009). Sin
embargo, hay muy pocos estudios realizados sobre estos sistemas en
plasmidos de Acidithiobacillus, la Unica publicacidn al respecto es de Smith
y Rawlings (1997), por lo que este estudio esta aportando nuevos hallazgos

sobre el tema.

© Sistema toxina — antitoxina MqsR/MqgsA

Los genes de toxina-antitoxina (TA) son pequefos moédulos genéticos que
codifican una toxina y una antitoxina. Las toxinas inhiben la proliferacion
celular o viabilidad, y las antitoxinas neutralizan esta inhibicion. La toxina
(siempre una proteina) es el componente estable y la antitoxina (una
proteina o un RNA regulatorio) es menos estable, y esta estabilidad
diferencial juega un papel importante en la en la activacién condicional de
los sistemas TA (Hernandez-Arriaga et al., 2015).

El sistema MqgsR/MqgsA (motility quorum sensing regulator) es un sistema
de tipo Il (toxina y antitoxina son proteinas), en el que MqgsR es la toxina y
MgsA es la antitoxina; asimismo, es un sistema no candnico en el sentido
que el gen de la toxina precede al de la antitoxina en el operén (Fraikin et
al., 2019).

La funcién que cumple este sistema en las bacterias donde se ha
encontrado es controversial. Por un lado, se ha determinado que este
sistema tiene un papel importante en la persistencia celular, formacion de
biopelicula y regulacién de una proteina de estrés en la cepa Pseudomonas
putida KT2440 (Sun et al., 2017). Similarmente, en E. coli se ha encontrado
que el sistema MgsR/MgsA es importante para el crecimiento celular y
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tolerancia durante el estrés que generan las sales biliares (Kwan et al.,
2015). En esta especie, también se ha demostrado que este sistema regula
a otro sistema TA, cual es GhoT/GhoS que es un sistema tipo V (toxina es
proteina y antitoxina es una RNasa especifica que cliva el mRNA de la
toxina) (Wang et al., 2013). Por otro lado, sin embargo, se ha demostrado
que MgsR/MgsA no contribuye ni a la regulaciéon de la formaciéon de
biopelicula ni a la sensibilidad al estrés oxidativo ni a las sales biliares, y
que, debido a que son tan diversos y abundantes, hay que estudiarlos con
los estandares debidos (Fraikin et al., 2019).

Bustamante et al. (2014), que realizaron un estudio de los sistemas toxina-
antitoxina en el genoma movil de A. ferrooxidans, no encontraron este
sistema. Tampoco hay publicaciones al respecto en otras especies de
Acidithiobacillus, pero si hay reportes de MgsR/MqgsA en la base de datos
Uniprot (https://www.uniprot.org/), asi, se ha detectado tanto la toxina MgsR
como la antitoxina MgsA en A. thiooxidans, A. ferrivorans SS3 y en
Acidithiobacillus sp. de drenaje acido de mina
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=mqsr%20AND%200rganism:%22
Acidithiobacillus%22&sort=score;
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=mqsa+organism%3Aacidithiobacill
us&sort=score).

El sistema MqgsR/MgsA predicho en el plasmido pAfPQ510-1 de A.
ferrivorans PQ510 tiene 75% de identidad y un Evalue de 2.00E-38 a MgsR
de Sterolibacterium denitrificans, y 80.45 % de identidad y un Evalue de
2.00E-78 a MgsA de Azotobacter chroococcum (Tabla 5).

® Subunidad metilasa YeeA
Es una proteina con actividad de metilasa de un sistema de
modificacién/restriccion tipo I, que se ha encontrado en plasmidos de otras
bacterias, como Micrococcus sp. cepa V7
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/17373406; N° acceso KF577591),
aislada de la laguna Vilama en la puna argentina que se encuentra a una
altitud de 4600 m.s.n.m. (Dib et al., 2013). También se ha reportado en
diversas bacterias incluyendo Acidithiobacillus thiooxidans ATCC 19377 y
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A. caldus cepas ATCC 51756 y SM-1 (The Uniprot Consortium, 2019;
https://www.uniprot.org/).

La metilasa YeeA predicha en el plasmido pAfPQ510-2 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 61.9% de identidad y un Evalue de 0 a YeeA de Thermomonas

haemolyticay Lysobacter concretionis (Tabla 6).

@ Regulador transcripcional de la familia MarR

La familia de proteinas MarR (Multiple Antibiotic Resistance Regulator) son
reguladores transcripcionales codificados en bacterias y arqueas, son
abundantes en organismos de vida libre y de genoma grande, y de acuerdo
con esta tendencia, los homologos de MarR cumplen funciones fisiol6gicas
como sensores de cambios ambientales (Grove, 2013). Por ejemplo, en E.
coli se ha determinado que MarR regula un operdn que codifica una bomba
de eflujo de drogas. Generalmente, los homologos de MarR regulan la
actividad de genes involucrados en respuesta al estrés, virulencia, o
degradacién o exportacion de sustancias quimicas dafinas. En muchas de
estas proteinas, se desconoce los ligandos a los cuales ellas responden
(Grove, 2013).

El regulador transcripcional de la familia MarR predicho en el plasmido
pAfPQ510-2 de A. ferrivorans PQ510 tiene 100% de identidad y un Evalue
de 7.00E-35 a una proteina de esta familia en Acidithiobacillus ferrooxidans
y Acidithiobacillus thiooxidans (Tabla 6).

@ Proteina de movilizacion MobA
Pertenece a la familia de proteinas de movilizacién MobA/MobL, esencial
para la transferencia del plasmido que la codifica. Incluye a la proteina
MobA del plasmido RSF1010 de E. coli
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=332099), a la
proteina MobL del pldsmido PTF1 de Acidithiobacillus ferrooxidans (Drolet
y Lau, 1992) y a la proteina TraA (relajasa para la transferencia conjugativa
del plasmido Ti) que contiene dominios distintivos de una exonucleasa de
hebra simple (pfam03389) como también dominio de una helicasa
(TIGR02760). Esta proteina probablemente cumple la misma function que
Tral (F), cortando (nicking) en el sitio oriT y desenrollando el plasmido antes
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de la transferencia conjugativa
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/TIGR02768),
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR005053). También se ha
demostrado que la proteina MobA, codificada en el pldsmido de amplio
rango de huéspedes R1162, es requerida para la movilizacién conjugativa
de este plasmido. La proteina es una parte esencial del relajosoma, y
también es necesaria para la terminacion de la transferencia de la hebra
(Bhattacharjee y Meyer, 1993). Una secuencia codificante de proteina de
la familia MobA/MobL también se ha encontrado en los plasmidos pTcM1,
pTcF1y pC-SH12 de Acidithiobacillus caldus (van Zyl et al., 2008).

La proteina MobA predicha en el plasmido pAfPQ510-2 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 53.30% de identidad y un Evalue de 0 a una proteina de la
familia  MobA/MobL de  Acidithiobacillus  ferrivorans  (Acceso:
WP_087455011.1) y es similar a un gen ortdlogo (Evalue 2.9E-109) con
producto protéico de la familia MobA/MobL de Acidithiobacillus thiooxidans
(Tabla 6).

@© Proteina DNA relajasa MbeA
MbeA es una proteina de movilizacién, es una enzima con actividad de
relajasa o “nickasa” del plasmido ColE1 de E. coli, movilizable por
plasmidos conjugativos. En este plasmido, se demostr6 que MbeA
interactua con la proteina MbeC formando un complejo y que tiene afinidad
por DNA de hebra simple (Varsaki et al., 2012).
Las relajasas se requieren para la transferencia horizontal de la informacién
genética contenida en los plasmidos durante la conjugacién bacteriana. La
relajasa, junto con varias proteinas auxiliares, forma el complejo de
relajacion o] relajosoma (Byrd y Matson, 1997;
http://pfam.xfam.org/family/Relaxase). Las relajasas catalizan el corte
especifico de una de las hebras del DNA en el sitio oriT y la hebra clivada
se transfiere a la célula receptora (Varsaki et al, 2003;
https://www.uniprot.org/uniprot/P13658).
Se ha reportado en diversas especies bacterianas, pero no en
Acidithiobacillus, hasta la fecha (The UniProt Consortium, 2019;
https://www.uniprot.org).
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La proteina MbeA predicha en el plasmido pAfPQ510-3 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 46.20% de identidad y un Evalue de 1.00E-94 a una proteina
de Desulfobacter hydrogenophilus (Tabla 7).

® Antitoxina Phd
Phd (prevents host death) es la antitoxina del médulo toxina-antitoxina (TA)
Doc/Phd, donde Doc (death on curing) es la toxina; se descubrié que
ayudaba al mantenimiento del plasmido-profago P1 de Escherichia coli
(Garcia-Pino et al., 2008). Doc es un inhibidor de la elongacién de la
traduccion a través de su asociacion con la subunidad ribosomal 30 S de
una manera similar al antibiético higromicina. La accion de Doc es
suprimida por la antitoxina Phd, que consta de dos dominios. Su dominio
C-terminal (residuos 52-73) alberga el sitio de interaccién con Doc y por si
solo previene la detencion del crecimiento mediada por Doc. La region N-
terminal (residuos 1-51) de Phd es un dominio de dimerizacién / unién al
DNA que se une al sitio del operador del operén phd/doc. Phd forma un
complejo heterotrimérico con Doc. La union al operador y represion del
operdn phd/doc por Phd son reforzados por la presencia de Doc de manera
cooperativa (Garcia-Pino et al., 2008).
El sistema TA Doc/Phd se ha reportado en varias especies bacterianas
como E. coli, Mycolicibacterium sp. 'y Vibrio cholerae (en un superintegron)
(The UniProt Consortium, 2019; https://www.uniprot.org; Guérout et al.,
2013). En Acidithiobacillus ferrivorans se ha reportado las antitoxinas Phd-
1, Phd-2 y StbD-1 de la superfamilia de antitoxinas Phd, que al parecer
estarian actuando con toxinas no identificadas, VapC vy RelE,
respectivamente (Bustamante et al., 2014).
La antitoxina Phd predicha en el plasmido pAfPQ510-3 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 62% de identidad y un Evalue de 1.80E-61 a una proteina no
caracterizada de Ferrovum sp. cepa Z-31 (Tabla 7).

@ Proteina SinR
Es una proteina reguladora transcripcional tipo HTH (hélice-vuelta-hélice),
que en el modelo de Bacillus subtilis, se ha demostrado que es el regulador
principal que determina el cambio de un estilo de vida libre o planctdnico a
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formar una biopelicula (Newman et al.,, 2013). La formacién de una
biopelicula protectora es el mecanismo mas robusto que permite a las
bacterias sobrevivir en ambientes hostiles, puesto que las células
bacterianas estan incrustadas dentro de una matriz que se compone de una
mezcla compleja de biomoléculas que se denomina colectivamente
sustancia polimérica extracelular o EPS (Draughn et al., 2017). Dicha
mezcla compleja esta constituida por diversos exopolisacaridos, proteinas,
DNA extracelular y otros compuestos (Gunn et al., 2016).

La transicion fenotipica de un estado plancténico a una biopelicula, en B.
subtilis, esta regulada por la actividad del represor transcripcional, SinR, a
través de su inactivacion por su antagonista primario, Sinl (Draughn et al.,
2017). La actividad de SinR esta controlada también por otros antagonistas,
SIrA y SIrR. La interaccidn de estas cuatro proteinas (SinR, Sinl, SIrA y
SIrR) forma un interruptor, que determina si SinR puede o no inhibir la
formacién de biopeliculas mediante la represién de varios operones
asociados a la matriz extracelular (Newman et al., 2013).

SinR ha sido reportado en diversas especies bacterianas, mas no en
Acidithiobacillus hasta la fecha.

La proteina reguladora transcripcional SinR predicha en el plasmido
pAfPQ510-3 de A. ferrivorans PQ510 tiene 97.20% de identidad y un
Evalue de 4.30E-41 a una proteina SinR de Candidatus Accumulibacter sp.
SK-02 (Tabla 7).

@ Proteina DpnA
Es una enzima de modificacién DNA metilasa, que pertenece al sistema de
restriccidon-modificacién (RM) Dpnll. La metilasa es esencial para el
establecimiento de un pldsmido previamente no metilado transformado en
la célula como DNA monocatenario. Reconoce la secuencia GATC en una
o las dos hebras, causa la metilacion especifica en A y protege el DNA del
corte por la endonucleasa Dpnll (de la Campa et al., 1987). El sistema de
RM Dpnll incluye una enzima de restriccion y dos metilasas: una que metila
DNA de doble hebra y otra que metila DNA de hebra simple, que es DpnA,
la cual solamente se expresa durante el estado de competencia. Esto se
ha demostrado en Streptococcus pneumoniae (De Ste Croix et al., 2017;
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Johnston et al., 2013). Es conocido que la funcion primaria de la metilacion
de DNA por los sistemas de RM, es permitir la distincion entre el DNA propio
y el foraneo; sin embargo, también puede tener otros efectos. De hecho,
cuando se agrega un grupo metilo a una base, la estructura y la dinamica
de la molécula de DNA se alteran, lo que a su vez resulta en cambios en
las interacciones DNA-proteina, que se sabe que pueden regular la
expresién génica (De Ste Croix et al., 2017).

La metilasa DpnA ha sido reportada en diversas especies bacterianas,
incluyendo en metagenoma de drenaje acido de mina
(https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/OIR06245), mas no en
Acidithiobacillus hasta la fecha (The UniProt Consortium, 2019;
https://www.uniprot.org).

Esta enzima DpnA predicha en el plasmido pAfPQ510-3 de A. ferrivorans
PQ510 tiene 92.52% de identidad y un Evalue de 1.00E-175 a una enzima
similar (DNA metiltransferasa especifica de sitio del sistema de RM Dpnll)

de Pseudomonas aeruginosa'y Xanthomonas campestris (Tabla 7).

@® Proteinas hipotéticas

El plasmido pAfPQ510-1 de A. ferrivorans PQ510 tiene 28 secuencias
codificantes de proteinas hipotéticas (Tabla 2), algunas de las cuales tienen
identidad a dominios que se encuentran: 1) en proteinas que transportan
electrones acoplado a hidrélisis de ATP (produccién y conversion de
energia), 2) en oxidorreductasas y enzimas para la biosintesis de
ubiquinona (transporte de electrones), 3) en proteinas relacionadas con la
replicacion, recombinacion y reparacion de DNA, y con la segregacién de
plasmidos, 4) en sistemas TA, y 5) en metalo-endopeptidasas (que en
Deinococcus son reguladores centrales de reparacion de DNA dafado)
(http://pfam.xfam.org/family/PF06114; The UniProt Consortium, 2019;
https://www.uniprot.org) (Tabla 5).

El plasmido pAfPQ510-2 tiene 15 secuencias codificantes de proteinas
hipotéticas (Tabla 3), algunas de las cuales tienen identidad a dominios que
se encuentran: 1) en represores transcripcionales que regulan el nimero
de copias del plasmido (CopG) (https://www.uniprot.org/uniprot/P13920),
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que regulan sistemas sensores LRS (LytTR Regulatory Systems) que
controlan conjuntamente la expresion del gen de bacteriocina, el desarrollo
de la competencia natural, asi como una via de muerte celular
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR007492/), 2) en sistemas
TA, 3) en proteinas relacionadas con la replicacion, recombinacion y
reparacion de DNA, 4) en proteinas integrales de membrana
transportadoras probablemente de azufre y/o selenio (YeeE/YedE) (Zou et
al., 2018; http://www.tcdb.org/search/result.php?tc=9.B.102), 5) en
quinasas y 6) en proteinas de unién a ligando (YfbU)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/PF03887) (Tabla 5).

El plasmido pAfPQ510-3 tiene 10 secuencias codificantes de proteinas
hipotéticas (Tabla 4), algunas de las cuales tienen identidad a dominios que
se encuentran: 1) en proteinas de interaccion proteina-protein (dominio F-
box) (Kipreos y Pagano, 2000), 2) en proteinas relacionadas con la
replicacion, recombinacion y reparacion de DNA, 3) en proteinas de

movilizacion de plasmidos (MobC) y 4) en oxidorreductasas (Tabla 6).

6.2 Caracterizacibn molecular y gendémica del plasmido de Acidithiobacillus
ferrooxidans PQ506

En el DNA plasmidial extraido se encontrdé un plasmido, pAfPQ506-1, de un
tamano de 14204 pb. El hallazgo de un pldsmido concuerda con una
investigacidon anterior (Eca, 2016) que muestra, mediante electroforesis (Fig.
3), que la cepa A. ferrooxidans PQ506 presenta un solo plasmido de un
tamano > 12,000pb.

Existen varias publicaciones sobre el hallazgo de plasmidos en esta especie.
Mao et al. en 1980, fueron los primeros en extraer plasmidos, reportando cinco
denominados pTF1 hasta pTF5 de 21.32, 40.06, 2.70, 2.51 y 2.37 x10° daltons
(correspondiente a 32800, 61630, 4154, 3862 y 3646 pb), sin realizar una
caracterizacion genética (Mao et al., 1980). Se ha tratado de determinar si los
plasmidos de A. ferrooxidans estaban involucrados en la resistencia a metales
especificos. Asi, Martin et al. (1983) concluyeron que un plasmido de 20 kb
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estaba asociado a la resistencia al uranio porque estaba presente en las cepas
resistentes y ausente en las cepas sensibles y ademas porque una cepa
resistente se volvid sensible en la cual no pudieron detectar el plasmido. Visca
et al. (1986) consideraron que un plasmido de 28.5 kb estaba involucrado con
la resistencia al mercurio y a la plata en algunas cepas de esta especie
bacteriana. Pramila et al. (1996), demostraron que tres plasmidos de A.
ferrooxidans no estaban asociados a la resistencia al cobre y mercurio porque
el numero de copias de éstos disminuia cuando la cepa crecia en altas
concentraciones de los metales. Kondrat'eva et al. (2002), estudiaron la
influencia del crecimiento de A. ferrooxidans en presencia y ausencia de
metales Cu?+, Fe3* y Zn?* sobre el perfil de plasmidos, resultando que éstos
cambiaban. Sin embargo, en estas investigaciones no se ha profundizado en

las caracteristicas genéticas de los plasmidos.

Mas bien, Rawlings et al. (1984) si realizaron estudios moleculares en el
plasmido pTF-FC2 de 12.4 kb, de una cepa de A. ferrooxidans con elevada
resistencia al arsénico, demostrando, mediante clonacién molecular para su
expresion en E. coli, que este plasmido no conferia tal resistencia. Asimismo,
demostraron que el origen de replicacién de pTF-FC2 era funcional en E. coli
(Rawlings et al., 1984). También se construyeron pldsmidos recombinantes
de A. ferrooxidans con capacidad de replicacion en E. coli, comprobando que
dichos plasmidos no eran responsables de la resistencia de la bacteria a Ag*,
As®+, AsS* Cd?+, Co?*, Crb+, Cu?*, Hg?*, Ni** y Zn?* (Rawlings et al., 1986).
Otro grupo de investigadores clonaron fragmentos de plasmidos de A.
ferrooxidans que portaban determinantes de resistencia al Cu? y los
transformaron en E. coli, concluyendo que no conferian resistencia a este
metal y por, el contrario, uno de los plasmidos recombinantes disminuyé la
tolerancia al Cu?* de E. coli (Chisholm et al., 1998).

Por otro lado, se han investigado otros aspectos de los plasmidos de A.
ferrooxidans, como la deteccion de un transposo6n que portaba un gen
regulador de resistencia al mercurio en el plasmido pTF-FC2, pero no el gen
de la mercurio reductasa ni los genes de resistencia a arsénico (Rawlings et
al., 1993; Clennel et al., 1995), también se ha demostrado que el origen de
replicacion, de transferencia y los genes de movilizacién de este plasmido se
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expresaban en E. coli (Rawlings y Wood, 1985). Asimismo, pTF-FC2 porta un
sistema toxina-antitoxina (Smith y Rawlings, 1997; Smith y Rawlings, 1998a 'y
1998b; Rawlings 1999), se ha caracterizado su regiéon de movilizacién (Rohrer
y Rawlings, 1992) e investigado profundamente su regién de replicacién
(Dorrington y Rawlings, 1989; Dorrington y Rawlings, 1990; Dorrington et al.,
1991; Gardner y Rawlings, 2004; Matcher y Rawlings, 2009). Estudios
similares se han realizado con el plasmido pTF1 determinando que tenia
genes de movilizacidn mobL y mobS (Holmes et al., 1984; Drolet et al., 1990;
Drolet y Lau, 1992). Analizando el plasmido pTFI91, comunmente distribuido
entre las cepas de A. ferrooxidans, se encontrd que su origen de replicacion
no funcionaba en E. colini en Pseudomonas putida (Chakravarty et al., 1995).

Como se puede apreciar, el primer plasmido de A. ferrooxidans que ha sido
ampliamente secuenciado y caracterizado a lo largo de varios estudios es
pTF-FC2, pero en cuanto a plasmidos totalmente secuenciados, el primero
fue pTF4.1 en marzo de 1996, y el segundo pTF5 en octubre del mismo afo.
Actualmente, ambos estan depositados en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/plasmids/) y hasta la fecha, pTF4.1 de
4104 pb (Acceso: X96982) y pTF5 de 19792 pb (Acceso: U73041), son los
unicos plasmidos de A. ferrooxidans con la secuencia completa y anotada. En
pTF4.1 se han encontrado dos CDS, MobC y relajasa, ambas son proteinas
de movilizacién del plasmido (Pramila et al., 2016). En pTF5 se han
determinado 13 CDS, de las cuales 4 corresponden a proteinas de
oxidorreduccién, ferredoxina [3Fe+S,4Fe-QS], proteina de la familia de
reguladores FNR, proteina prismane-like y la subunidad NADH
oxidorreductasa de una metano monooxigenasa, que probablemente
representan un sistema de transporte de electrones de funcion desconocida
(Dominy et al., 1997). Los otros CDS de este pldsmido han sido identificados
como probable recombinasa (2 CDS), proteina de segregaciéon de plasmido,
proteina de replicacion, probable transposasa, resolvasa, proteina de
estabilidad de pldsmido y proteinas hipotéticas (Dominy et al., 1996).

En este estudio, el andlisis de la secuencia completa del plasmido pAfPQ506-
1 de la cepa A. ferrooxidans PQ506 ha generado conocimientos acerca de los
genes putativos que porta y la funcibn que cumplen (asignada por
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herramientas bioinformaticas). Asi, se ha encontrado en dicho plasmido 18
CDS, incluyendo proteinas de replicacién, movilizacion y, por primera vez, el
hallazgo de un operén ars en pladsmido de A. ferrooxidans. Los CDS se

explican en la Tabla 9 y sus funciones asignadas se discuten a continuacion:

®© Operon arsADCRB

La mayoria de las bacterias contienen uno o mas plasmidos, muchos de
los cuales portan genes de resistencia a metales, pero no se ha demostrado
que algun plasmido de A. ferrooxidans confiera resistencia a metales, los
genes asociados a este tipo de resistencia se han hallado principalmente
en el cromosoma de esta bacteria. Mas bien, se han encontrado genes de
resistencia a metales (arsénico, cadmio y zinc) en plasmidos de bacterias
acidofilicas heterétrofas de los géneros Acidiphiliumy Acidocella (Banerjee,
2004). Hasta la fecha tampoco hay publicaciones de plasmidos de esta
especie con genes de resistencia a arsenico, por lo que el estudio actual
constituye el primer reporte de un operdn de resistencia a arsénico (operdn
ars) en un plasmido de A. ferrooxidans.

arsA

La proteina transmembrana ArsA es una ATPasa que interactua con el
transportador ArsB para formar una bomba de eflujo de arsenito
energizada por la hidrolisis de ATP (Yang et al., 2012; Wang et al., 2004).
Ademas de su interaccidn con ArsB, se ha propuesto que la ATPasa ArsA
se asocia con diferentes proteinas de membrana para formar
transportadores esenciales de arsenito (Ben Fekih, 2018; Castillo y Saier,
2010).

La actividad de ATPasa de ArsA esta acoplada al eflujo de oxianiones de

arsenito, antimonito y arsenato mediante la siguiente reaccion:

arsenito (intracelular) + ATP + H.O ——> ADP + arsenito (extracelular) + H* +
fosfato (The UniProt Consortium, 2019).
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De acuerdo con los datos de UNIPROT (https://www.uniprot.org), la
presencia de ArsA ha sido demostrada experimentalmente a nivel de
proteina o de transcripto (ver el concepto en 4.3.3) en el plasmido R773
de E. coli, plasmido pNRC100 de Halobacterium salinarum (arquea) y
genoma de Methanothermobacter thermautotrophicus (arquea). Ha sido
inferida por homologia (ver el concepto en 4.3.3) en el plasmido IncN R46
de E. coli, plasmido pKW301 de Acidiphilium multivorum, plasmidos
pTcM1 y pLAtc3 de Acidithiobacillus caldus, genomas de Aquifex aeolicus,

Chlorobaculum tepidum, A. ferrivoransy A. ferrooxidans.

Rosen (1990), demostrd en el plasmido R773 de E. coli que la ATPasa
que translocaba aniones era producto del operdn de resistencia a arsénico
del plasmido y que expulsaba oxianiones de arsenito, antimonito y
arsenato, manteniendo baja la concentraciéon intracelular de los

oxianiones lo que generaba resistencia a estos agentes toxicos.

ArsA codificada en el plasmido R773 de E. coli tiene dos mitades
homdélogas, el dominio A1 N-terminal (residuos 1-288) y el dominio A2 C-
terminal (residuos 314-583), que estdn conectadas por un péptido de
union flexible de 25 aminoacidos (residuos 289-313). Cada mitad tiene un
dominio de unién a nucleétidos (NBD) consenso. En la interface de los
dos dominios hay un sitio de unién para As (lll) o Sb (lll), el dominio de
union a metaloide (MBD) involucrado en la activacion de la actividad
ATPasa. Conectando el MBD a los dos NBD estan los dominios de
transduccion de senales (STDs) en cada mitad de ArsA (Yang et al.,
2012).

El producto del gen arsA predicho en el plasmido pAfPQ506-1 de A.
ferrooxidans PQ506 es una proteina de 595 aminoacidos ubicada rio
arriba adyacente a arsD. El tamarfio de ArsD en pAfPQ506-1 esta en el
rango de tamano de las proteinas homoélogas de las especies A.
ferrivorans, A. ferrooxidansy A. caldus, que es de 390 a 612 aminoécidos,
de acuerdo con la base de datos UNIPROT
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=arsA+acidithiobacillus&sort=scor

e).
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arsD

ArsD es una proteina represora débil independiente de inductor, del
operon ars, pero su funcion primaria esta relacionada a su capacidad de
unirse al arsenito citosolico y transferirlo a la ATPasa ArsA antes de su
expulsién por la bomba ArsB (Lin et al., 2006; Yang et al., 2012). ArsD es
la primera metalochaperona descrita (Ben Fekih, 2018).

De acuerdo con los datos de UNIPROT (https:/www.uniprot.org), la
presencia de ArsD ha sido demostrada experimentalmente a nivel de
proteina o de transcripto en el plasmido R773 de E. coliy en el plasmido
pNRC100 de Halobacterium salinarum (arquea). Ha sido predicha (ver el
concepto en 4.3.3) en el plasmido IncN R46 de E. coli, gran variedad de

bacterias entre ellas A. ferrivorans, A. ferrooxidansy A. caldus.

Se conoce que la proteina ArsR funciona como represora del operén ars,
pero también se ha demostrado que ArsD codificada en el plasmido R773
de E. coli es una proteina represora que actua en trans, y que mientras
ArsR controla el nivel basal del operén, ArsD controla la expresion
maxima. Cuando los niveles de transcripto de ars se elevan, la sintesis de
ArsB llega a ser tdxica, limitando el crecimiento. ArsD es un segundo
regulador que controla el nivel superior de expresion del operdn, evitando
la sobreexpresién de ArsB. Asi, la accion de los dos represores forma un
circuito regulatorio homeostatico que mantiene el nivel de expresion de
ars dentro de un rango estrecho. Ambos son homodimeros de 13 kDa
pero no tienen similaridad de secuencias. Las proteinas regulatorias
duales en un operdn Unico son raras; en los sistemas metalorregulatorios
s6lo se ha reportado el par MerR/MerD (Chen y Rossen, 1997).

El producto del gen arsD puede controlar la expresion de genes fuera de
este cluster de genes (Wang et al., 2004).

El gen arsD del plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 genera
un producto que es una proteina pequefa de 120 aminodcidos y esta
ubicada rio abajo adyacente a arsA. Ambas se transcriben en el mismo
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sentido. Esto concuerda con la mayoria de operones ars de 5 genes, en
los que arsD y arsA estan siempre juntos porque ArsD incrementa la
afinidad de ArsA por el As(lll) haciendo que la bomba ArsAB sea mas
efectiva a las concentraciones de As(lll) encontradas comunmente en el
ambiente (Yang et al., 2012). Asimismo, el tamafo de la proteina ArsD
predicha en el plasmido pAfPQ506-1 es similar al tamario de las proteinas
homologas de las especies A. ferrivorans y A. ferrooxidans que es de 120
aminoacidos también y de A. caldus, que es de 121 aminoacidos, de
acuerdo con la base de datos UNIPROT
(https://'www.uniprot.org/uniprot/?query=ArsD+Acidithiobacillus&sort=sco

re).

arsC

ArsC es una enzima citoplasmatica denominada arsenato reductasa
porque cataliza la reduccion de arsenato [As(V)] a arsenito [As(lII)]
intracelularmente, antes de la expulsion de este ultimo oxianién por la
bomba ArsB. Las enzimas ArsC pertenecen a dos familias no
relacionadas: la familia de la enzima del plasmido R773 de E. colique usa
glutatién y glutarredoxina como fuentes de electrones, y la familia de la
enzima del plasmido pl258 de S. aureus que usa tiorredoxina como fuente
de electrones. Un caso notable es ArsC de la cianobacteria Synechocystis
sp. PCC 68083, que tiene una secuencia similar a la enzima de pl258 pero
que emplea glutatién y glutarredoxina como fuentes de electrones (Ben
Fekih, 2018; Zhu et al., 2014; Li et al., 2003).

La actividad catalitica de arsC se resume en la siguiente ecuacion:

Arsenato + glutarredoxina——>arsenito + glutarredoxina disulfuro + H20
(Martin et al., 2001).

De acuerdo con los datos de UNIPROT (https://www.uniprot.org), la
presencia de ArsC ha sido experimentalmente demostrada a nivel de
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proteina y transcripto en el plasmido pl258 de S. aureus, plasmido R773
de E. coli, B. subtilis y Corynebacterium glutamicum. Ha sido inferida por
homologia en diversas especies bacterianas de Staphylococcus, Bacillus,
Brevibacillus, Oceanobacillus, Geobacillus, Haemophilus, Shigella,
Yersinia, Neisseria, plasmidos pSYSM y pSYSX de Synechocystis
(cianobacteria), Acidiphiliumy Acidithiobacillus (A. ferrooxidans, A. caldus,

A. ferrivoransy A. ferridurans).

ArsC in vitro, también tiene una baja actividad de fosfatasa con para-
nitrofenilfosfato (PNPP) como sustrato (se le predice actividad de protein
tirosina fosfatasa). Esto ha sido experimentalmente demostrado en S.
aureus (plasmido pl258), B. subtilis y en Corynebacterium glutamicum
(Roos et al., 2006).

En S. aureus, esta enzima también se une a potasio el cual la estabiliza e
incrementa su actividad especifica. El sulfato también estimula su

actividad y el arsenito la inhibe (Roos et al., 2006).

El gen arsC del plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 es de la
familia de la enzima del plasmido pl258 de S. aureus. Esto se deduce de
los resultados de Barreto et al. (2003), quienes analizaron la secuencia
gendmica disponible de A. ferrooxidans ATCC 23270 y encontraron, por
similaridad de secuencias, que ArsC era mas cercana a la arsenato
reductasa de S. aureus (que usa tiorredoxina) que a la de E. coliy otras
bacterias gramnegativas (que usan glutation y glutarredoxina). El gen
arsC de pAfPQ506-1 tiene 75% de identidad a arsC de A. ferrooxidans
ATCC 23270 (Tabla 13).

arshk

El producto del gen arsR es un represor miembro de la familia SmtB/ArsR
de proteinas metalorreguladoras homodiméricas (Ben Fekih, 2018;
Busenlehner et al., 2003), que controla la expresién del operdn ars. Actia
en trans uniéndose a las regiones promotoras de los operones ars. La

interaccién de ArsR con arsenito disocia la proteina represora del DNA
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permitiendo asi la transcripcion del operén (Ben Fekih, 2018). Se ha
demostrado en E. coli que el represor codificado en el cromosoma tiene
la capacidad de regular la expresion del operon ars plasmidial pR773 y
que el represor codificado en el plasmido pR773 puede regular la

expresion de ars cromosomal (Xu et al., 1996; Suzuki et al., 1998).

Algunos microorganismos tienen mas de un gen arsR, por ejemplo, en
Pseudomonas putida se ha demostrado experimentalmente la presencia
de dos operones de resistencia a arsénico, ARS1 y ARS2, cada uno de
los cuales tiene los genes reguladores transcripcionales (represores)
arsR1y arsR2, respectivamente. Las proteinas ArsR se unen a arsenito,
e in vitro, también se unen a antimonio y bismuto, pero no a arsenato
(Fernandez et al., 2016). También se ha encontrado dos genes arsR en
la arquea Halobacterium sp. cepa NRC-1, arsR1 y arsR2,
correspondientes a dos operones: arsADRCYy arsR-M (Wang et al., 2004).

Butcher y Rawlings (2002), afirman que arsR del cromosoma de A.
ferrooxidans es atipica (diferente a las arsR bien estudiadas de los
plasmidos de E. coliy S. aureus) porque su secuencia de aminoacidos no
esta conservada en las regiones responsables de la unién a arsénico y
que mas bien esta relacionada a un grupo de arsR cromosomales
encontradas durante los proyectos de secuenciamiento de genoma,
similares a la proteina reguladora SmiB de la cianobacteria
Synechococcus.

De acuerdo con los datos de UNIPROT (https://www.uniprot.org), se tiene
evidencia experimental a nivel de proteina o de transcripto en
Pseudomonas putida, plasmido pNRC100 de Halobacterium salinarum
(arquea) y B. subtilis. Ha sido inferida por homologia (ver el concepto en
4.3.3) en Marinobacter y plasmido pSinA de Sinorhizobium. Ha sido y
predicha en plasmidos R773 y IncN R46 de E. coli, plasmido pl258 de S.
aureus, plasmido pSX267 de Staphylococcus xylosus, plasmido NT26 p1
de Rhizobium, plasmido pJARS35 de Yersinia pestis, plasmido pM7012
de Burkholderia, y diversas especies bacterianas ente ellas

Campylobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter, Salmonella

82


https://www.uniprot.org/

enterica, Alcanivorax, Streptomyces, Methallosphaera, Psychrobacter,
Shewanella  benthica,  Rhodoferax antarcticus, =~ Achromobacter
arsenitoxydans,  Leptospirillum  ferriphilum,  Sulfurospirillum,  A.
ferrooxidans, A. ferrivorans, plasmido pTcM1 de A. caldus y metagenoma

de drenaje de mina.

El plasmido pAfPQ506-1 de la cepa A. ferrooxidans PQ506 presenta el
operon de resistencia a arsénico con la configuracion armz
surgiendo la interrogante sobre si el represor ArsR podia regular a la
bomba de eflujo de arsenito ArsB debido a que ambos se transcriben en
direcciones divergentes. Al respecto, esto se ha investigado en cuatro
cepas de A. ferrooxidans (ATCC 33020, 23270, 19859 y 13598) que
portaban en su cromosoma el operdn con la configuracién arsﬁRB?L en
el que se ha demostrado experimentalmente que arsR regulaba la
expresién (represion) de ambos médulos (arsCR'y arsBH) y que tanto el
arsenito como el arsenato inducian su expresion (Butcher y Rawlings,
2002; Butcher et al., 2000). Posteriormente, se comprobé que el producto
del gen arsR podia controlar la expresién de genes que estan fuera de
este cluster (Wang et al., 2004). Un hallazgo similar fue reportado en la
arquea Halobacterium sp. cepa NRC-1, en la que la estructura del operdn
arsAeDlﬁtenia genes que que se transcribian de manera divergente y que
era funcional. Los investigadores concluyeron que en dicha haloarquea
operaban multiples mecanismos de resistencia a arsénico (Wang et al.,
2004).

arsB

El gen arsB codifica la bomba de arsenito que es un transportador
especifico que permite excretar arsenito (Silver y Phung, 2005). ArsB es
una proteina integral de membrana capaz de expulsar arsenito y
antimonito del citoplasma celular, disminuyendo asi la acumulacién de
este metaloide (Yang et al., 2012). La proteina ArsB presenta 13 regiones

transmembrana putativas y actia como un canal asociado a la membrana
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celular, junto a otra bomba proteica con actividad de ATPasa denominada
ArsA (Tisa y Rosen, 1990).

La toxicidad de los metaloides arsénico y antimonio se debe a su
captacion, mientras que la detoxificacion requiere de eflujo. La captacion
de las formas inorganicas trivalentes de arsénico y antimonio en
Escherichia coli es facilitada por el canal de la acuagliceroporina GlpF y el
eflujo de éstos es catalizado por ArsB que es un antiporter de metaloide-
proton (Meng et al., 2004). ArsB tiene un modo dual de acoplamiento de
energia: por hidrélisis de ATP catalizada por ArsA, o por la fuerza proton
motriz (Ben Fekih, 2018).

De acuerdo con los datos de UNIPROT (https:/www.uniprot.org), la
proteina ArsB ha sido evidenciada experimentalmente a nivel de proteina
y de transcripto en E. coli y B. subtilis, e inferida por homologia en S.
aureus, plasmido pl258 de S. aureus, S. epidermidis, plasmidos de
Lactobacillus y Pediococcus, plasmido pSX267 de S. xylosus, Escherichia
coliO157:H7, S. flexneri, plasmidos pYV y pYVe227 de Y. enterocolitica,
plasmidos incHI2 y pSTm-A54650 de Salmonella typhimurium y diversos
genomas y plasmidos de enterobacteriaceas, Pseudomonas,
Rhodopseudomonas, Streptococcus pneumoniae, Bordetella,
Halomonas, Herminiimonas arsenicoxydans, Thiomonas arsenitoxydans,
Thioalkalivibrio nitratireducens, Leptospirillum, Acidithiobacillus caldus, A.
ferrivorans, entre otras especies. Ha sido predicha (ver el concepto en
4.3.3) en plasmidos R773 e IncN R46 de E. coli, especies de
Acidithiobacillus y de Leptospirillum.

El plasmido pAfPQ506-1 de la cepa A. ferrooxidans PQ506 presenta la
secuencia codificante de ArsB localizada al final del operén: arsADCRB,
que es diferente al orden de las secuencias en el operdn ars candnico:
arsRBC o arsRDABC. Asimismo, la orientacion de la transcripcion de arsB
en el plasmido pAfPQ506-1 es opuesta a arsR (el gen regulador) y a los
demas genes del operon, a diferencia de los operones canénicos en los
qgue todos se trancsriben en la misma orientacién. Se ha hecho un analisis

de la distribucién de los genes de arsénico en procariotes, encontrando
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qgue los mas comunes son arsRBC or arsRDABC, pero que se ha hallado
variantes en los transposones de algunas cepas como Acidithiobacillus
caldus cepa f (arsRCDADA ORF7 CBS arsB) y Leptospirillum ferriphilum
(arsRCDA CBS arsB) (Tuffin et al., 2005; Tuffin et al., 2006; Ben Fekih et
al., 2018). La presencia de genes de resistencia al arsénico en plasmidos
y transposones constituye una oportunidad para la diseminacion, entre los
micoorganismos, de estas caracteristicas genéticas adaptativas por
transferencia horizontal de genes (Ben Fekih et al., 2018). Hay reportes
de varias especies microbianas con operones ars de diferentes
configuraciones, tanto en su cromosoma como en plasmido, incluyendo a
arsB con orientacion de la transcripcion opuesta a arsR, y que aun asi el
operon conferia resistencia al arsénico demostrado experimentalmente
(Ben Fekih et al.,, 2018; Qin et al., 2006; Tuffin et al., 2006; Ryan vy
Colleran, 2002; Butcher and Rawlings, 2002; Butcher et al., 2000; Saltikov
et al., 2003; Wang et al., 2004).

La actual disponibilidad de las secuencias gendmicas completas de
diversos procariotes ha incrementado la informacion sobre numerosos
genes ars cromosomales con similaridad a aquellos identificados en
plasmidos, demostrandose que estos genes estan organizados en una
diversidad de configuraciones en los distintos microorganismos. Ahora
son comunes las variantes del operén candnico arsRBC en bacterias y
arqueas de diferentes origenes y es muy posible que cada especie
procariotica tenga por lo menos un sistema de resistencia a arsénico (Ben
Fekih et al., 2018).

Modelo del funcionamiento del operon arsADCRB predicho en el
plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506

Sobre la base del analisis de homologia de secuencias del plasmido
pAfPQ506-1 se encontrdé un operén arsADCRB y teniendo en cuenta los
hallazgos en las investigaciones sobre los operones ars en plasmidos y

cromosomas de diferentes especies bacterianas, incluyendo
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Acidithiobacillus spp., antes discutidos, se plantea el siguiente modelo de

funcionamiento del operdn (Fig. 19):

As(ll) As(V)

" i transportador
I
acuagliceroporing L
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ATP ADP
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Figura 19. Modelo de detoxificacion de arsénico del operon arsADCRB del plasmido
pAfPQ506-1 de la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506.

En condiciones aerdbicas, As(V) ingresa a la célula a través de un sistema transportador de
fosfato (por ser similar a éste) y es reducido a As(llIl) por la arsenato reductasa ArsC. As(lll)
ingresa a la célula a través de las acuagliceroporinas (como GlpF de E. coli). As(lll) se une a
la metalochaperona ArsD que lo traslada a la subunidad ArsA (que tiene actividad de ATPasa)
de la bomba de eflujo de As(Ill) ArsAB. ArsB es la subunidad transportadora. También As(lll)
puede ser expulsado directamente por ArsB usando la energia de la fuerza protén motriz.
ArsR es un homodimero represor del operén que se une al promotor de éste y que cuando
interactta con As(lll) se disocia del DNA permitiendo la transcripcion del operon.

® Proteina MobA
Esta proteina predicha en el plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans
PQ506, también se ha predicho en el plasmido pAfPQ510-2 de A.
ferrivorans PQ510 y se ha discutido en 6.1.

MobA predicha en el plasmido pAfPQ506-1 tiene 89.94% de identidad y
un Evalue de 0 a una proteina de la familia MobA/MobL de
Acidithiobacillus ferrivorans (Acceso: WP_087454967.1) y es similar a un
gen ortdlogo con producto protéico de la misma familia de Acidithiobacillus

thiooxidans (Tabla 9).
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® Proteina de replicacion
Esta proteina predicha en el plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans
PQ506 tiene un 82.6% de identidad y un Evalue 4.00E-119 a una proteina
de replicacion de Acidithiobacillus thiooxidans (Acceso AOA1C2HWEF7)
(Tabla 9). Asimismo, es 84.5% idéntica a una proteina con dominio hélice-
vuelta-hélice de una bacteria del orden Burkholderiales (Acceso
A0A257QHND9) (https://www.uniprot.org).

El dominio hélice-vuelta-hélice (HTH, helix-turn-helix) es un comun
denominador en los factores de transcripcion basales y especificos de los

tres dominios de la vida (Aravind et al., 2005).

Las proteinas que tienen este dominio son reguladoras transcripcionales
de unidbn a DNA, reguladoras de respuesta del sistema de dos
componentes y proteinas de iniciacion de replicacion, en todas las
especies de procariotes y algunas de eucariotes. Gracias al estudio de
estas proteinas por mas de tres décadas y a la informacion dada por el
analisis masivo de secuencias, se ha ampliado el conocimiento sobre sus
funciones como, reparacion de DNA, metabolismo de RNA e interacciones
proteina-proteina en diversos contextos de sefalizacion, también el
dominio HTH esta en enzimas y en factores sigma (Aravind et al., 2005).
Més recientemente se ha encontrado que varias antitoxinas del sistema
Toxina-Antitoxina tipo Il son proteinas HTH (Wen et al., 2014). En
Acidithiobacillus ferrooxidans, se ha reportado varias antitoxinas que
tienen el dominio HTH (Bustamante et al., 2014), también en
cianobacterias (Kopfmann et al., 2016).

® Proteina putativa o6xidorreductasa disulfuro-piridin nucleétido
dependiente de FAD
Las disulfuro éxidorreductasas dependientes de FAD encontradas en
Acidithiobacillus spp. son importantes en la homeostasis redox de la célula.
Tienen actividad de transferencia de electrones, catalizando una reaccién
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oxido reduccion en la cual un grupo que contiene azufre actua como
donador de electrones o hidrégeno para reducir NAD o NADP
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=FAD-

dependent%20pyridine%20nucleotide%20AND%20organism:%22Acidithi

obacillus%22&sort=score).

En bacterias fotolitoautotrofas y quimiolitoautétrofas que usan sulfuros
como fuente de hidrégeno, la enzima, cuyo nombre corto es sulfuro quinona
reductasa (SQR), es critica en el paso inicial de oxidacion del sulfuro. SQR
es miembro de la familia de 6xidorreductasas dinucle6tido de piridina que
contienen disulfuro. Ejemplos de este tipo de enzimas son glutation
reductasa, tiorredoxina reductasa, ibn mercurico reductasa y lipoamida
dehidrogenasa, y todas ellas translocan electrones de NADPH a través de
FAD a un sitio activo disulfuro/ditiol
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR015904).

Vale la pena sefalar que, en estudios recientes, se coloca al producto del
gen arsH de Acidithiobacillus thiooxidans A01, ubicada lejos de otros genes
ars, en la familia de las reductasas flavin mononucleétido dependiente de
NADPH, la cual podria producir perdoxido de hidrégeno, facilitando la
conversion de arsenato a arsenito (Butcher et al., 2000; Ye et al., 2007;
Vorontsov et al., 2007; Jiang et al., 2015). Algunos investigadores han
reportado que la proteina ArsH de A. ferrooxidans tiene una actividad de
reductasa férrica alta cumpliendo una importante funcién en la asimilacién

de ién férrico citosolico in vivo (Mo et al., 2011; Jiang et al., 2015).

Esta disulfuro éxidorreductasa dependiente de FAD predicha en el
plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 tiene un 91.3% de
identidad y un Evalue 0 a una proteina del mismo nombre de metagenoma
de drenaje de minas (Tabla 9). También se encuentra en diversas especies
bacterianas incluyendo Acidithiobacillus. Al hacer BlastN en la base de
datos NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) resulta en 82% de identidad y
Evalue 0 a secuencias de Acidithiobacillus caldus (en cromosoma,
plasmido y Tn) y de Sulfuriferula; 81% identidad y Evalue 0 a una secuencia

de Thiomonas. Estas secuencias son denominadas como proteina similar
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a NADH oxidasa en Acidithiobacillus, CoA disulfuro reductasa en
Sulfuriferula y disulfuro 6xidorreductasa piridin nucleétido dependiente de
FAD en Thiomonas. En todos los casos estas enzimas son disulfuro
oxidorreductasas dependientes de FAD. Al hacer BlastP en la base de
datos UNIPROT (https://www.uniprot.org/blast/), resulta en 83% de
identidad y Evalue 0 a la secuencia aminoacidica de CoA disulfuro
reductasa de Sulfuriferula; 82% de identidad y Evalue 0 a disulfuro
oxidorreductasa piridin nucle6tido dependiente de FAD de Pseudomonas
xanthomarina, CoA disulfuro reductasa de Pseudomonas hunanensis,
proteina similar a NADH oxidasa de Acidithiobacillus caldus; y 81% de
identidad y Evalue 0 a la disulfuro 6xidorreductasa piridin nucleétido
dependiente de FAD de Thiomonas delicata.

La secuencia codificante de las disulfuro oxidorreductasas dependientes de
FAD estan localizadas cerca al operdn ars del cromosoma, plasmido y
transposén de Acidithiobacillus caldus, lo que también ocurre en el
plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans. Es probable que esta enzima
esté cumpliendo una funcién de reductasa de arsenato, puesto que, como
se ha discutido en parrafos anteriores, enzimas similares son reductasas

de iones.

@® Proteina hipotética con dominio CBS

El dominio cistationina-beta-sintasa (CBS) es evolutivamente conservado y
esta presente en arqueas, bacterias y eucariotes. Este dominio
generalmente esta repetido en tandem en proteinas citosélicas y de
membrana que realizan diferentes funciones (enzimas metabdlicas,
kinasas y canales). Los estudios cristalograficos de dominios CBS
bacterianos han mostrado que dos dominios forman una estructura
dimérica intramolecular (par CBS). Se ha demostrado que los dominios
CBS pueden unirse a ligandos que contienen adenosina como ATP, AMP,
0 S-adenosilmetionina, por lo que se ha hipotetizado que los dominios CBS
funcionan como sensores de metabolitos intracelulares (lgnoul y
Eggermont, 2005). También se puede unir a NAD vy diadenosina
polifosfatos (Baykov et al., 2011).
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Segun la base de datos UNIPROT
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=CBS+domain+Acidithiobacillus&s
ort=score), en Acidithiobacillus se han encontrado proteinas con dominio
CBS principalmente con funciones asignadas de inosina-5'-monofosfato
dehidrogenasa, proteina de union a ATP del transportador ABC
glicina/betaina, proteina CorC de eflujo de Mg y Co, transportador de Co,
proteina de la familia canal-Cl activada por voltaje y azUcar isomearasa de
la familia KpsF/GutQ. También hay numerosos reportes sin funcion

asignada.

La secuencia codificante de la proteina hipotética con dominio CBS
predicha en el plasmido pAfPQ506-1 se encuentra localizada cerca al
operén ars, al igual que en los transposones TnAtcArs y TnLfArs de A.
caldusy L. ferriphilum, respectivamente (Figs. 10y 20). Es posible que esta
proteina esté implicada en el transporte o eflujo del arsénico.

Esta proteina hipotética con dominio CBS predicha en el pladsmido
pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 tiene un 59.65% de identidad y un
Evalue 7.00E-41 a una proteina del mismo nombre de Thiomonas (Tabla
9).

@ Proteinas hipotéticas DUF (dominio de funcion desconocida)
DUF2442

Segun la base de datos UNIPROT, son proteinas de bacterias y hongos
que han sido anotadas como de probable funcién de molybdopterin-
guanine dinucleotide biosynthesis protein A, lo cual no ha sido verificado
por lo que es de funcidon desconocida. Una proteina de unién a DNA
similar a un represor Lambda de Nitrosomonas europea, esta relacionada
con esta superfamilia.

Por otro lado, varias proteinas DUF han sido identificadas como toxinas o
antitoxinas en Acidithiobacillus ferrooxidans por Bustamante et al. (2014),
quienes sefalan que todos los sistemas TA encontrados estaban cerca a

elementos genéticos maviles, por lo que podrian estar involucrados en el
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mantenimiento de ellos. Considerando esta observacion, en el plasmido
pAfPQ506-1 (Fig. 10), esta proteina (DUF2442) y la siguiente (DUF4160),
podrian estar conformando un nuevo operdn Toxina-Antitoxina, porque
estan cerca entre si y son de tamafno pequeno: 84 y 77 aminoacidos. Por

supuesto, esto tendria que ser demostrado experimentalmente.

DUF4160

Segun la base de datos UNIPROT y en Pfam Accession: PF13711, estas
proteinas se han encontrado en gran diversidad de bacterias incluyendo
A. ferrooxidans y A. ferrivorans, pero en ningun caso se le ha asignado

funcién.

Tomando en cuenta que varias proteinas DUF han sido identificadas
como toxinas o antitoxinas en Acidithiobacillus ferrooxidans por
Bustamante et al. (2014), esta proteina podria ser una de ellas, lo cual ha

sido discutido anteriormente.

@ Otras proteinas hipotéticas

El plasmido pAfPQ506-1 porta otras secuencias codificantes de proteinas
hipotéticas a las que no se ha identificado algin dominio previamente
reportado. La mayoria presentan alta identidad a proteinas desconocidas de
especies de Acidithiobacillus (Tabla 9). Probablemente son especificas de la
replicacion y mantenimiento del plasmido, sumado al escaso conocimiento
sobre las funciones de las secuencias codificantes de plasmidos y otros
elementos genéticos moviles, asi como del cromosoma de las bacterias que
habitan en ambientes de drenaje &cido de minas. Peng et al. (2017) sefalan
que solamente una pequena fraccion de las secuencias de plasmidos y de
fagos de estas bacterias, han sido depositadas en las bases de datos. Lo

mismo puede ocurrir con las secuencias cromosomales.
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6.2.1 Analisis gendmico comparativo de los genes de resistencia al arsénico
ars
El plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQS506, presentd un
operon ars de resistencia a arsénico, con la configuracion arsADCR
(Fig. 10y 11). Este se compard con los operones ars de 18 plasmidos
anotados en el servidor RAST, aislados de bacterias de distintas
procedencias (Fig. 12), encontrando que los operones tenian variadas
configuraciones. No hay reportes de otros plasmidos que porten genes
de resistencia a arsénico en aislados de Acidithiobacillus ferrooxidans,
por lo que este hallazgo es el primero. M&s bien, si se han encontrado
transposones insertados en el cromosoma, que codifican operones ars
qgue confieren alto nivel de resistencia al arsénico a su hospedero
bacteriano, en comparacion con los operones ars cromosomales
(Rawlings 2008). Estos son los transposones TnAtcArs de A. caldus'y
TnLfArs de Leptospirillum ferriphilum, que tienen una configuracién
similar a nuestro plasmido, pero en sentido inverso (Fig. 20), y que
incrementan la resistencia a arsénico de 20 mMol (con genes ars
cromosomales sin transposon) a mas de 50 mMol de arsenito (con
TnAtcArs ademas de los genes cromosomales); no se probé a mayores
concentraciones porque es dificil matenerlo en solucién (Rawlings
2008). También se ensay6 en mutantes de E. coli con genes ars
cromosomales clonados, resistiendo el arsenito a 0.25 mMol, en tanto
que cuando se le transfirid6 TnAifcArs, la resistencia al arsenito se
incremento a por lo menos 5 mMol (Rawlings 2008).
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Fig. 20. Comparacion de la configuracién de los operones ars codificados en los transposones
TnAtcArs de Acidithiobacillus caldus y TnLfArs de Leptospirillum ferriphilumy el operén
ars portado en el plasmido pAfPQ506-1 de Acidithiobacillus ferrooxidans predicho en
este estudio (adaptado de Rawlings 2008). Las flechas representan las secuencias
codificantes y la orientacion de la transcripcién.

En cuanto a la configuracion del operdn ars en otros plasmidos y en el
cromosoma de diversas bacterias es variada, pero hay dos formas
comunes, lade 3 genes (arsRBC) o lade 5 genes (arsRDABC) (Butcher
y Rawlings, 2002). Sin embargo, en el cromosoma de cuatro cepas de
A. ferrooxidans se ha encontrado un operdn ars con la siguiente
configuracion inusual y divergente: arﬁlﬁ que confiere resistencia
al arsenito, arsenato y antimonio demostrado experimentalmente
(Butcher et al., 2000; Butcher y Rawlings, 2002), por lo que una
configuracion diferente no implica menor eficiencia. Posteriormente, se
han ido dilucidando las configuraciones de operones ars en mayor
namero de plasmidos y cromosomas bacterianos debido al incremento
de los genomas disponibles de procariotes resistentes al arsénico,
encontrando heterogeneidad en los operones o clusters tanto en su
contenido genético como en su organizacién, aun en especies
cercanamente relacionadas (Ben Fekih et al., 2018; Andres y Bertin,
2016; Kalia y Joshi, 2009).

Comparando cada uno de los genes del operdn ars del plasmido
pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 con sus homdlogos en
plasmidos y cromosomas de diversas bacterias, se encontré que el gen
arsB mostré6 mayor identidad (94%) a los genes cromosomales del
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mismo nombre de cinco cepas de Acidithiobacillus ferrivorans,
incluyendo a A. ferrivorans PQ33 que fue aislada del mismo habitat que
A. ferrooxidans PQ506. También tiene 94% de identidad al gen
cromosomal arsB de A. ferrooxidans BY0502, 90% al de A. caldus
MTH-04, 87% al de dos cepas de A. ferrooxidans, 83% al de dos cepas
de A. caldus, 82% al de la cepa A. ferrooxidans ATCC23270 y en menor
medida al gen arsB cromosomal de otras especies, como
Acidihalobacter y Aurantimonas (79 a 70%), entre otras bacterias
(Tabla 11). La identidad mas alta encontrada entre arsB del plasmido
pAfPQS506-1 y arsB de otros plasmidos es de 70% con el plasmido
pACMV2 de Acidiphilium multivorum, seguido de pCNB de
Comamonas testosteroni CNB-1 (65%), pUNNAMED3 de Cupriavidus
metallidurans Ni-2 (65%) y otros (62 a 60%); los pladsmidos pLAtc3 y
pTcM1 de Acidithiobacillus caldus no portan el gen arsB (Tabla 10).

El gen arsR del plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506
mostr6 mayor identidad a los genes arsR cromosomales de las
especies de Acidithiobacillus, como 87% al de A. ferrooxidans BY0502,
82% al de A. ferrivorans YL15, de 74 a 62% a arsR de otras especies
de este género incluyendo a A. ferrivorans PQ33 (62%), y menor
identidad (57 a 28%) a arsR cromosomales de otras especies (Tabla
11). La identidad mas alta encontrada entre arsR del plasmido
pAfPQ506-1 y arsR de otros plasmidos es de 53 y 52% con los
plasmidos de Acidithiobacillus caldus pLAtc3 y pTcM1,
respectivamente, seguido de 51% con el gen arsR de pRALTA de
Cupriavidus taiwanensis, 50% con el de pR485 de Morganella morgani
y entre 48 y 32% con arsR de plasmidos de otras especies (Tabla 10).

El gen arsC del plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506
mostré mayor identidad a los genes arsC cromosomales de cepas de
A. ferrivorans con un 91%, A. ferrooxidans BY0502 con 85%, cepas de
A. caldus con 78-77% y otras cepas de A. ferrooxidans con 75% de
identidad (Tabla 11). El gen arsC de otras cepas como Sulfuriferula sp.
AH1 y Methyllobacillus flagellatus KT tuvieron una identidad importante
de 71 y 70%, respectivamente (Tabla 11). La identidad con arsC de
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otras especies fluctu6 entre 69 a 30% (Tabla 11). La identidad mas alta
encontrada entre arsC del plasmido pAfPQ506-1 y arsC de otros
plasmidos es de 71% con los plasmidos de Acidithiobacillus caldus
pLAtc3 y pTcM1, respectivamente, seguido de 66% con pAZKH de
Azoarcus sp. KH32C, 65% con pUNNAMED3 de Cupriavidus
metallidurans Ni-2, 50% con pR773 de E. coli, y entre 44 y 32% con
arsC de plasmidos de otras especies (Tabla 10).

El gen arsD del plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506
mostré mayor identidad a los genes arsD cromosomales de cepas de
A. ferrivorans con 95% y A. ferrooxidans BY0502 con 92%, y entre 62
y 39% de identidad con arsA de otras especies bacterianas (Tabla11).
La identidad mas alta encontrada entre arsD del plasmido pAfPQ506-1
y arsD de otros plasmidos es de 65% con los plasmidos de
Acidithiobacillus caldus pLAtc3 y pTcM1, seguido de 61% con pAZKH
de Azoarcus sp. KH32C, y entre 55 y 47% con arsD de plasmidos de
otras especies (Tabla 10).

El gen arsAdel plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans PQ506 mostro
mayor identidad a los genes arsA cromosomales de cepas de A.
ferrivorans con 93%, A. ferrooxidans BY0502 con 91%, y Sulfuriferula
sp. AH1 con 86% de identidad, seguido de Methylobacillus flagellatus
KT con 71%, Klebsiella michiganensis 3T412C con 70% y Azoarcus sp.
también con 70% de identidad, y entre 69 y 46% de identidad con arsA
de otras especies bacterianas (Tabla11). Asimismo, la identidad entre
arsA de pAfPQ506-1 y arsA de otros plasmidos fue mayor con los
plasmidos pLAtc3 y pTcM1 de A. caldus con 86%, seguido de pR773
de E. coli con 77% y pAZKH de Azoarcus sp. KH32C con 72% de
identidad, y entre 70 y 51% de identidad con arsA de plasmidos de otras
especies (Tabla 10).
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6.2.2 Analisis filogenético de pladsmidos de bacterias ambientales con énfasis

en las procedentes de ambientes mineros

El alineamiento de las secuencias completas de 63 plasmidos de
bacterias aisladas de ambientes mineros, suelos, lagunas, océanos y
algunas de origen clinico, generé un arbol Neighbor Joining de
distancias genéticas (Fig. 13) que muestra una mayor cercania del
plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans con pAfPQ33-1 de A.
ferrivorans, y luego con pAfPQ510-1 y pAfPQ510-2 de A. ferrivorans,
formando un clado. El plasmido pAfPQ33-2 esta en otro clado junto con
AFERRIp, ambos de A. ferrivorans. El plasmido pAfPQ510-3 de A.
ferrivorans se muestra solo en otro clado. Todos los plasmidos
mencionados, excepto AFERRIp, son portados por cepas aisladas del
mismo habitat, en una zona minera de Cerro de Pasco, lo que significa
que hay secuencias comunes entre los plasmidos, sugiriendo eventos
de recombinacién y transferencia horizontal de genes entre ellos que
facilite la adaptacion a su tipo de ambiente. Asimismo, el analisis
comparativo de las secuencias completas de los 63 plasmidos muestra
que los plasmidos de las mismas especies bacterianas forman grupos
entre si, preferentemente, lo que sugiere la adaptacion de los
plasmidos a sus respectivos hospederos. No hay publicaciones sobre
analisis comparativo y filogenético basado en las secuencias completas
de plasmidos de bacterias ambientales, sélo hay algunas sobre
plasmidos de especies de importancia clinica (Johnson et al., 2011;
Petersen, 2011; Nithya et al., 2017; Knudsen et al., 2018; Worley et al.,
2018).

El analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas (Figura 14) y
aminoacidicas (Figura 15) de ArsC (arsenato reductasa) extraidas de
18 plasmidos, generd arboles que muestran que el gen arsC del
plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans se ubica en un clado junto con
arsC de los plasmidos de las especies bacterianas Azoarcus sp., C.
metallidurans y A. caldus que habitan en ambientes extremos con
metales pesados, revelando similaridad genética entre ellos,
probablemente por intercambio de secuencias que favorecen su
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adaptacién a las condiciones ambientales. Asimismo, el andlisis
filogenético muestra que los genes arsC forman 4 clados, implicando
una significativa divergencia entre sus secuencias. Jackson y Dugas
(2003) realizaron un analisis filogenético de los genes arsC de bacterias
y arqueas, encontrando que los genes arsC portados en pladsmidos no
son monofiléticos, sugiriendo intercambios plasmido-cromosoma vy
transferencia horizontal de genes. Kaur et al. (2009) reportaron que el
analisis filogenético de arsC indicaba que este gen era prevalente entre
las cepas aisladas de E. coli ambientales y que habia una divergencia
significativa entre sus secuencias de DNA. Villegas-Torres et al. (2011)
también realizaron un analisis filogenético de los genes arsC de
bacterias aisladas de suelos poluidos con arsénico, encontrando
transferencia horizontal de estos genes en los 16 morfotipos
estudiados, posiblemente estimulada por el crecimiento exponencial de

la polucion ambiental.
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7. CONCLUSIONES

7.1.Las cepas Acidithiobacillus ferrooxidans PQ506 y Acidithiobacillus
ferrivorans PQ510, aisladas del mismo habitat de un ambiente minero de
Cerro de Pasco - Peru, presentan uno y tres plasmidos denominados
pAfPQ506-1 y pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 y pAfPQ510-3, respectivamente,
de los cuales se ha obtenido la secuencia completa y anotacién funcional.

7.2.De la anotacion funcional de los plasmidos pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 y
pAfPQ510-3, se predice que el primero porta 41 genes codificantes de
proteinas, de las cuales 28 son hipotéticas y 13 con funcién asignada, el
segundo porta 21 genes codificantes de proteinas, de las cuales 15 son
hipotéticas y 6 con funcion asignada, y el tercero porta 15 genes codificantes
de proteinas, de las cuales 10 son hipotéticas y 5 con funcion asignada. Las
funciones de los plasmidos estan asociadas a la respuesta al estrés

ambiental y a la recombinacién y movilizacién del plasmido.

7.3.De la anotacion funcional del plasmido pAfPQ506-1 se predice que porta 16
genes codificantes de proteinas, de las cuales 8 son hipotéticas y 8 con
funcién asignada. Las funciones estan involucradas en la resistencia al

arsénico y a la replicacion y movilizacion del plasmido.

H
7.4.El hallazgo del operén arsADCR?en pAfPQ506-1 es el primer reporte de
genes de resistencia a arsénico en plasmidos de Acidithiobacillus

ferrooxidans.

7.5.El operdn armgtiene un alto grado de identidad y una configuracion
similar a los genes ars del plasmido pLAtc3 de Acidithiobacillus caldus.
Asimismo, es similar, pero en sentido inverso, a los genes ars del plasmido
pTcM1 y del transposdn TnAtcArs de A. caldus, y del transposdn TnLfArs
de Leptospirillum ferriphilum.
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7.6.El plasmido pAfPQ506-1 es filogenéticamente mas cercano al pladsmido
pAfPQ33-1, y luego a los pldsmidos pAfPQ510-1 y pAfPQ510-2, formando
un clado, lo que significa que hay secuencias comunes entre ellos.

7.7.El gen arsC del plasmido pAfPQ506-1 de A. ferrooxidans se agrupa junto
con arsC de los plasmidos de Azoarcus sp., C. metallidurans y A. caldus,
que habitan en ambientes extremos con metales pesados, formando un

mismo clado.
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8. RECOMENDACIONES

8.1.Disenar ensayos experimentales para determinar la funcién de los plasmidos
pAfPQ510-1, pAfPQ510-2 y pAfPQ510-3 de A. ferrivorans.

8.2.Realizar estudios postgenomicos de resistencia al arsénico con el pladsmido
pAfPQ506-1 ya que al tener su genoma secuenciado podemos usar
herramientas genéticas y moleculares para demostrar experimentalmente la
funcion de los genes del operdn arsADCRB y para investigar si otros genes

presentes en el plasmido influyen en la resistencia al arsénico.

8.3.Hacer investigaciones para caracterizar las funciones de replicacion y

movilizacion de los plasmidos estudiados.
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10.

ANEXOS

10.1 Anexo 1

Secuencia del plasmido pAfPQ510-1

>pAfPQ510-1

GCGCGGGTCCTCTCACGGATCAGATTACGCTCGAATTCGGCCAGGGCGGCGAAGACATGA
AACACCAGACGACCGGTGGCGCTCACCGTTTCAATCTTCTCCGTGATGCTTTCAAAGCCG
ATTCCCCGGCTTTCCAGCTCTCCGACGATGCGCACCAGATCGGGCAAGCTACGGCCCAGG
CGATCGAGGCGCCAGACTACCAGTACATCGTCCTCCCGCAGGGAGCGCAGGCATTGAGTC
AGCCCCGGCCGATCTGCCTGTTTGCCGCTGATCTTTTCCTCGTAAATATCCCGGCACTCT
GCCTTTTCCAAAGCATCGCGCTGCAGGTCCAGATGCTGGTCGTCGGTGGAGACGCGGGCA
TAGCCAATCTTTGTGGGCGCGATATTTTGTTTGTCAGTCATGATCCACACACAGATTGAT
AAATGAGTTAAACGACACTTTAGGCGTAGAAACAGCGATCGGCAAGCCTGATTTTACAGG
GCCTGCCGAAAGTGTCGATTAAACCTTCGTTTTATGGAATCCGGCTATATTTAGGCACAA
GTTTCTCATATTTGTGATGGCATCTCCCGAAAAGTTATGTACTTATGTGCTATGAAGCTG
GTGAAGACCGGGATGGATATACCCACCGCAGACGCGATCGCTTTATCGAACTCTTGAATG
CCCATGGCGGGCAGCAAATGGTAGGCCAGCACCATGCTGACAATCCAGGTTTGTGCAAAA
GCAAATACATTGACTAAGGCGAATAAAGCCGCAGATTTTGCTGTTGAGTGGGACGATATT
TGGAATACAAAAAGCTTGGCCAGGATGAAGGCTGTGACCATACCGGTGAGATAAGCCAAG
GTCACCGCAGCCGAAAAGCCCACGAAGGTGTTATAAAAAAACCGGCTGCCAAAGTTGATC
GCAGCTGCAAATCCACCGGTGAGTATGAAAACCATAAATTGACGGGAAAAAAAGATGCGC
ATAGCTCAGTCCCTACAGCATTTTGGCAATCTGTCGGCCCATCTGGACACTCTCGGATAT
GCCCCGATCCTCTGGATAGTAGTAGGATGTGTCCGCGACATACAGCCCTTCTATGGATAG
CTTAATAGGTGGCAAGGTATCCAGATAGCCAGGGCCGCAGATGGGTTGGGCATAGCGATA
GCGGTTGGCGTACATGGCCAAGATGTCACAGTCCTTCAGATCGGGATTGATGGTTTGTAG
ATAGTGGCGCACCTTGCTCAAGAATGCTTGGTCAGGATCCTGATACTTCGGATGCTCACC
GGGCATATAGAATGGCACATAAGTGACATGCCCTGACAATTCGCGGAGATTGGTAAATTC
CACCAGCCCCGGTATATCCATCTGGGGGTCGTTGACGTTGAGCCAGAAGTTTTTGGTGAT
GGGCTTGGTGGTTTTGACGATCACGCAGACTACGGCGATATTCTTGAGCGCACGGTATTG
ATTGAGCAAAGGCTCTGGAAGGTCGGGGATCAATCTGGGGACGAAGGGCACCGGCACAGT
GCTCACGACAGCGTCGAAGTGAATTGGCTGCCCAGCCACCTGTACCCCGGTGACCTTGCC
ATGCTCATGCAAAACGCGCTCGACTGGAGTGCCTAAGCGAATAGCGCCTCCGGATTGTTC
GATGACCTCCCGTAGAGCATTCAACAGGGTCTCCGAGCCGCCTTCCAAATAGCCGAGCTT
CTCTCGCATCATACTGTAGCGTGAAGACCCGATACGCTTGATGCGTGTCCATATCCAGGC
GGCGGATAGTGTATCGGCATAATCATAGAACTTGAGGTCAAAGAGGCGGCGCCAGAGGAC
GTCAAAGGCCTGCGTGCCGACCCACTTGCGGATCCATTGGGTAGCTTCTAGATGATCCAA
TGGGCGCCAGTCCTTGCGCTTGGTGGACAGGAAAGCATGCGCCCCATAGCGGATCTTGCT
GATCAATCCGAGACCAGGAAACTTTAGCAAAGCGATGGGGTTTCCCCAGGGGTGCACGTC
GCCCTGGTAATAATATCCCATGCGCGTTTCTTTCCAGCGCAGCCTGTCTCGAATGCCCAG
CTCGTCCAGCAAGGTAAATAAGGGTTGGTCAGACGTGCAGATGAAGTGGTAGAAGCGCTC
AATGGACAGGCCATCAAAGTCAAAGGCGGCGGACATTCCGCCGATGCGGTCATCCGCCTC
GAAGACGGTGACCTGATGACCGTCCTTGGCGGCTTGGTAGGCCACAGCCAATCCCATGGG
ACCCGCGCCGATCACTGCTACCGATTTTGGATTCGTCATAGATTGCCTAGAACTCCAGTT
CGATCTTGCTGTAGGTTGGGTCGAGAAAGGTTTCCCGGATGGCGGTCGCAAAGGGCGTCG
CTTTTACGCCAAAAATCCCCGGCCAGTCGATCACCTCGAACACGTCCGGGGTCACCAAGG
CCTTGAGTTGGGTCACAGTGAAGGGAGGGTTATTATCGAAAACAGCCCATGTGCGTAAAA
GTGCCGCAAAGAGCCAGTAAGGGATGTGTATGATCATGGTCTTCGCGCCAACGGCTTTGC
GGATGGTACGGATGATATCGATGTAGTCGATCTTCTCCATGCCCGTAATGTGGTAGACGC
CACCAATCCGGCGGTGCTCGATACAGCTAACGATGATGTCGCAAAAGTCGCCTACATATA
GCGGTTGCCGCAGATACTTTCCGTCACCGGGAATGGGGAATATGGGGACCCGCTTCATGA
AACGAGACAGCCACCCCAGATGCTTGCGATCGAACCAACCGAACATCAGGGTCGGTCTCA
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GTACGACATTGTCCACACCGCTCGCCAGGACCATATCCTCCTGCTCTTTCTTTGTCTGGG
TGTAATCGTCATCGGCCTTGGATTCCAGGACGGAAGAACTGATATGGACGATATAAGGCA
CCTGATACTTTTTTATCGCCGCCAGCACATACCGAGTGGATGTCACCGTATTCCTGACAT
AGGTTTCCCGTTCTTTGGCCCCGATCTGCGCCTGCAGCATGCCCACGGTATCCACCCCCT
CAAAGTGCTTGGACCAAGGTCCAGGCGTGGCGAGATCAGCCCACTCCGCCGTGATGTCGG
GGTGCATTTTCTGCAAAACACCTAGGTTATGTCTATGCTTATCGAGCACCACGATGTTGG
TGTAGCCCTTGGCCTTAAGTCGGGGGATAAGGTTCTGACCGACGAGGCCTGCCCCACCGG
GGAGGATTATTTTGTGATTTTTCTTATCTATTGGATTCATAGATTTCCTTATTAATCTCT
AGTGAAATATACGTTTTGGTATGGACATGCATCAAATTATTCATATTATTTGAGCTGATT
GAGCATAGATTTATACGCTGGTTGAAAAGGACGTAGATGGACAGCATCAGCATCAGTAGA
CGGAACACTAATTATCGCCCATTGAAGAAGTGCCGCATATGAAGCAGAGGACTTCAGGGG
AAACGCCTTCTGCAAATCCGGTCGTGCAAAGTAAATTTCGGACAACTCATCCCAAGCTTT
CGTATATACGCTGTTATTTTCTATTTGAGTTGTCAGTATAGAAGGCGATGGCAATTGTGC
AACTTTCCAACGGTACGGAGGATTGGTTGCTAAGAATCTTGTTTCGAACGCTTTTGAATA
GTCTAACGAGTGGCTCGCTGTTGTCAGCTTAAAGGCAGATATCCTTTGGAGTCCCGTAGC
ATTTTTTGCAAATAGTCTATTTGCGTCATGCTGTCCATTAATGAAGTATTTCACAAACAA
ACCATCATCACCTAGCGGATAAATAAATCGATATGGGCCTTTGATTGCGCCATCAGATAG
CCTGAATAGAATATGGATCTGATTTGGCTTGTATAACATATTTATTATGTGGCCAGTTAC
GGTGGTATGCACCCCAATATTGACATAGCTAGAATGCTCTGGCACTGACATCCATTGATT
AAAATGACTATTTAACTTTCCATTGACCGTGGTCAATTTTGGTTTCACGCACTGGCTACG
GGTAAGAACAGTGTAAGGATTGCCGGCATACTGTGTCTTATAGCATGTCAGAAGCGCTCT
GAATGTTGCTGGTTCATCAAATATCGGGTATCTACCATCAATGCTTGCGAATGTATATAT
AACTTTATCTGCACTTTTCTCTTCATAGGTTTGCTGTGCGTTGAGATGATCTAAATATGG
TGTGTATACCGAGTACGCTTGGAAGACCGGGCTCGCAACAAGATCCATATGGTAGCCCTG
GGCCATCATGAGATTCCAAGGGATAATGTTAACTGAATGATTCTTTACGGCACTCAGCAG
TGCCGGATTGAGATGAAACTGACTCGCTATTGCGCTTGTTTCCTCATGTTGTTGCGCCTC
TCTATGTGCTTTCGAGGAAATCAAGGATACAAAATTCTTATAATTATCTATCTCATTAAC
GGAAAACATGGATGCGCCGGGCAGTGCGAACGTTAGAGCTAAAAGATATATACTTGCGAC
ATTGATAGCGGTACTTCTTAGCGGCTCCTCGGAGAAAAGTACCAAGCCTACGGCAGCTAC
AAGCAGCACGGTTCCAAAAAACGCCATGGCATGCCCCCCACCGAATCCAGGGTCATGCCG
AGTAAATCCTTCTTTCCATGCCCAAAATACCATTACGCCGAGAATTAGACTCTGAGCCAG
ACGAGTACGCTCTTTTTTAAAAAGAAGCATGGATGTGGCGATGATGAACAAGAACAAAAT
GATTAACGCGGCTACGGTTTGGAGACCCTTACCATGGATCGACATGGCAGGTGTGTATCC
ACTAGCGATAGCCAATGTTCCTTGGACATATGCCGGAAGGTGGACGATATCCTGCCCAGC
GAGTGCCCATAGCGCGCAAAATGAGATTACAAAGCTGAGCAACGGAAGCAGTGATCGAAC
GAGCTTTTGCTTCTGTGGTTGGGCATACCACCATAGAAGCGGATAAACACACAATATAAA
AAAGGCAATAATGAGAGAGGTGGACTTGACCAAAGACCCAAACGCAAGAAGGATACCAGC
AACCAGCAAGGAAATGGTGGCTATTTTTTTACTTTTGTCTCCGAGAGCAAGTATCAACAG
TAATATTCCGATGAAAGCAAACTGAGTCGCCAAATCCACCAAAGCAGCACCGATCAGCCA
AGCAATTACCACAGGAAGAGCGAAGCGAGGAAATACTTTTGTCTCGGGCTGGATGCGGGA
AAGAATCAGAGCAAAGCCCAAACCAAAGGTGATCCAACTTGCCAACCTAATTAGGGCAGC
CATGCCCCATAACATATGATCTGGGTAGAAGTATGGGTTTGCCAGAGAACCAAGTGGGCC
GTAGGTGAAGAGAATGGATTGACCCCATTGCAGATGATGCTGCAAGCCATAACCTAACAT
CCATGCCCAGGATACGTCTAAAGTGTCCCCTGTAGGGGCGAAGGACTCCATAAGCCAAGG
CATTGTAAAGGCAAGAATAATGGCAAATATGCCATAATAAAATAGCGTTTCTGCTCGCGT
TGTCTGGCGCGGTATATATTCTTTAAACCGGTTGGGTTCCCACATGGTATTTTCCTAGAG
TTTTGGTTGCGTCGTTATAGTTTCATTTTTTTGAACAAGCGCTCCGGTATCAGCCGAATG
CCTACCATGATGAATTTCCAGAACCATGGCAGATAGATTACGCCACTTTTCCTTTGAATG
GCCCGGTAGATACCCTTGCCAACCTGTTCCGGTGAGGCCCATAGCAGCCCCTTGCGAAAG
CCCGCTGTCATGGGGGTATCCACGAAGCCGGGCTTGATGGTGATGACCGTCACGCCAGAC
CGGTAGAGGCGGTTTCTGAGGCCTTGCAGGAAGGTCGAGACGGCGGCCTTGGCAGTCCCA
TAGACGTAGTTGCTTTGCCTACCCCGATCACCAGCGACAGAGGATATGACGACTATGGTG
CCGCGCTTCTGTCCCTCAAAACGATTGGCCACATGGGTCAGCAGCGAAATGACACTGAGA
CAGTTGGTTTGTAATTCCTTCAGTGTTTCATCGAATGACTCCTCACAAGCCTTTTGATCG
GAGAGTGTGCCGTGAGCGATGAGGATGGTGTCCAGCTCTCCTATCGTGGTCTCTGCCTGA
CTAATCAGATCCGCATGCTTGGCCGTATCGTTAACGTCCAGAACCATAGTCTCTACCTGG
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GTAGCACCACGGGTTTTCAGATCGCTGGCCATCGCAGCCAACCGATCCTGATTACGTGCC
ACAAGGTAAAGGCGATCCCCATCATGTGCAAAACGCCGGGCTGTAGCTTCGGCGATGGCT
GACGTTGCCCCGATAATTAATATATGACGCATTCTTATGTCCTCATCACGCGTCGCCAAA
AAGATGACGAGAAGCGTGGGTCGATATAGCGCTGAAACTCCTCCCAGCGGGGAAAATATT
GCCGAAAATGGTCCCCAGACATCCTGGCATCCTTGGCTGGGTATACTGCCCCACCAGAAG
ACGCGACGATCTTATCCAGGTTGTTCAGCAAGTCCATGGTGCGTTGTCCTTGATTGGGGA
AATCCAGAGCCAGGGTTGCGCCCGGTCTAGGGAAAGAGAGAAGCCCAGGCGAGCGCCGAT
CTCCAAACACTTTGAGTACGGCTAGAAATGATCCGTTTTTTGCCGCAGCGATTGTCTCCA
GCAGGGCGCGTATAGATTCCTCAGCTGAGCCCGGAGGAACGACGCATTGATACTGGAGAA
AACCCTGACGACCATACATCCGGTTCCAGTGAAGTATGCCGTCCAAGGGATAGAAAAATG
GCTCGTAGTGGGTAATGGCCCGGTGCATCGCGGCCATCTGCTTGCGATAATAGAGCGTGT
TGAAGGCTCTCAGGGACCAAGCGTTTACCAGCGGAAACGGTGGCTCTATTGGAAAGGTAT
GCGTTTTCCCGGGCGGGGAAGGCGGCCTCTTTTGCGGAGCTGCGTGATTCCCCCGCATGA
AGAAACCGCGCCCCAAAGATTTTCCACGGGCCAGGCAGTCGATCCAAGCCACAGTATATT
CGTAATCCCGATCCGATTCTTCCGACAAATCAAAAAAGGCCTCCAGGTTTGCAAACCGGA
TCGTCTCGGAATTCACCCCTGGATTGGCTATGGGCCGGAGCTGGATCTCTGCCCACAAGA
TGGCACCGGTCAAACCCAGACCACCAATGGTGGCATGAAAGAGTTCTGCATTTTCCGTAG
GTGAGCACAGCACAACACCCTGATCCGACCGTCGCAGTGCTAAACACAAAACATGCTGCC
CGAAGGTGCCAGTACGGTGATGGTTCTTGCCATGCACGTCGTTGGCTATAGCGCCACCCA
CGGTTACAAAACGGGTGCCAGGAGTCACGGGGAGAAACCACCCAATAGGCACAACCAGTG
ATAGAATATCAGCCAGCAAAACCCCTGCTTCACAACGCAGAGTGCCCGTCGAGCGATCAA
TGTTCAGCACTCGGTCAAGGCCGCGCATGTCCAGCAGCGCACCCCCATCATTCAAGCAGC
TATCCCCATAACTGCGACCATTACCATACGGCAGCACGGAATGGGAACCGCCAGGCAGAT
CCTCATCTGTCCAATGAGCGCGATAGACGGCTGCAGGCGTTGCCTTGGGGTAACGGCCCC
AGGACGCGTAGATCACCGTCATATGGCTGCGAGCCAGAGGAGTCCACCGATGACCGLCCGC
CACAGCCCAACTACCCTTGTCTTTCGCCGCAAACACCACGGGATCATCGTGCATTCCGCC
GCGATGGGCAATCAACCAAATACGGCTGATCCAGTAAAGCAGTATGGGACTTACCAGCCA
CAAGAATGCCGGATGCTGATATAGAACTTTCACTTTGTCACTGTTGATATAGAGCGCAGA
AACCAAGACCGCCATAAAGCCACAGGCCACGCCGAAACCCATCAGCATCACGAGGTCTTC
CACATGATAGCCACGACCATGGGTGGTCAACTGACCGCGTTGTTTAAGGGCCAGCAGTTC
AGAATAGCGCTTGATCAGTGCCAAGCTAAAGAACAGGAAGATGGAAAACGTTAGGAGCCA
GAATGACGGCCCTATTTGTGTTGCCGCCATGCCCCCGATGATGCGAATGGTATAGAGGCC
TGCAAGCAATAGGGCATCGAGCAGCACGACGGCCTTGAGCCAGAAGGAATAGCTGACGGT
GAGAAGATAATAAACCACCAGCACGATCACAAAATCGGTGGGCAGCCACAAGGCGGCAAT
GGTAAAGGCGGCAAGCAGTAACGAGGGGATAAGGACGATCCCCTGGACCATGGATAGAGC
TCCTGACGCAAAAGGTCGAAGCCGCTTGCGCGGATGTAGCCGATCCGCCGACAGGTCTAG
GAGATCATTGAGCAGATAGACGCTGGAGGCACAAAGAGAAAAACTGATGAACGCCAATAA
TCCATTCGCCCATAAACTGACATGACTGATCTGGTGGGCCAGCAGCATGGGAATAAAGAC
CAGGATATTTTTCAGCCATTGGTGCACACGTAATGCTTTCGCGTAGGTTTTTAGGCTCGG
GTGACGATCGGTGAAGGTTTGGGAGATGGGGCACTGATTCCTGGCGCCTTGAAGAACCCC
CCGGCCTGGATTCACCACGATAGCCTGGCGAGCCATCCCCCAGACAGGCACGTCTGCTCG
ACTATTGCCTGCATAGTCAAAACCTTTTATGCCATAGTGTTTAACGAGAATATCTCTTTT
TGCTCGACCAGCAAGGTTGGTGCCATCTTCTGTGGCATGCACTTTGGTGAAAACTCCCAG
GTGCTTTGCTATGCCATCTGCAAACTTGCGGTGTGATGCTGTTGCTAAAATCAAAGGTCG
GCCAGCTGCATGTTCTTTCCGTAAAAACTCTACAAACCCAGATTGATAGGGTAGTGTTTG
GACATTCAGGTCAACGCGGCTTGCGATTTCATCCTTGAGCACAGATTTTCCACGCAACAA
CCAAACTGGAATAACAAAAACCAACCACGGTTTTTGTTTGATGAGGATGAGAAGGGACTC
TACCAGTAAATCAGTACGGATCAATGTACCGTCAAGGTCTACACACAGCGGGATTTTATC
GTCTTCCAATGGGCACCGTGTTTTGCGTTATAAAGATTGATTATTATGTGCGGCGAGAAC
TTAAGACAATTTGCATCATTCTGTCTCGTGGCACTCTTCCCGTCTACTGCTAATGTACTG
ATTCTCCTGCTACCGGGCAAGGGCCGGAAAGGGTTATTATGAGACATTACGATTACGGTG
GAGATTTTGGACGATGGCGGACGTGAAAACAGGGCGGAAACGGGAGGTGGTGATCGAGGC
GGAGGCTCCGATTCCGGTGGTGCCTGGGCAGGGGGAATTGTTCGGGGGGATGCCAGCGGA
AGCGGTCACAGTGACGGCTGCGGCACCCGATCCGGTCGAGTCAGTAGCCGCTGTGCCGLC
CCCTGATTTGCTGCCCGCAGGGCTATCGCCTGTAGGGTCGCCGTCCGCAGGACAGGATCT
GTTGCCTGTCGCTGTAGCCACCCCTAAAAAGCGTCAGAGAGCCCCTGAAGGGGAAAGGAA
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ACATCTCACCCTCCTGGAGGTGGATCGCCTGCTGGCGGCCACGAAAGACAATCCCCGGAC
CGGCCTGCGCGACCGCTGTTTGATCCTCCTGATGTTCCGTCACGGACTGCGGGTGACGGA
GGCCTGCGCCATGCGGATGGACCAGGTGGATCTGGAGAGCAAGATTCTCCAGGTGCAGCG
CCTCAAGGGCGGGCTGTCCACGACGCAGCCCTTACGGACGGAGGAGATCCGCCTGCTGAA
AAGCTGGATGGCCGAGCGGGAGCGCTGGCTGCGGCAGTGGCGCAGGAAAGAAGGGGGCACL
CGGGGCGGCCCTGGATCGCCAGGCGCTGTTTTTGAGCACGCGGGGGACGGCGTTGTCGCG
CAAAACCTTCTGGGCGCTGCTGCGCCGCTATGGGGAGCTGGCGGGGCTGGCCCTGCCACC
CCATCCCCACATGCTCCGCCATGCCTGCGGCTTCGCCCTGGCCGACCAGGGGGCCGACAC
CCGGCTCATCCAGGACTATCTGGGGCACCGGAACATCCAGCATACGGTGCGCTATACGGC
CACCAATCCCGTGCGCTTCGAGAAACTGTGGCGGTGATAGCCATTTGGAGCTATAACACT
GACGACAACACTAAAGTACAGGTGCGTACATGGCTAAGGTCAACATATCAGAAGCTGCAA
GGATGGTCGGCAAGAGTCGATCACATCTTTACGAAAAGTACATAAATACTGGTGCGATGA
CAGTAGAAACGGACCGTGAAGGGCGAAAGGTTATTGATACTTCAGAGCTGATAAGAGTCT
TCGGAGACCTAGTTTATGGCGGCAACACCAAGGACATAACAGAGGACAGTATAGGACATG
AAAAAAACAGCCAAAAAGACAGTGTAATTAGCGCGTTGCAGTCTGAAAATGAAGTGTTGC
GTGAATACCTTAGGGCCAAAGAACAGGAAGTGGCTTGGCTACGTGAGCAGGTCGGCAAAA
CTACAGCATTGCTAACTCACCAGAAGGATAGCCCTGGAATGGCGCAAGGAAAGCGTTGGT
GGGGGTCCCTTGAGAAAACGGAATTTAAAGCACGTTAGGCTCTAGTGAGTACCTGCAACC
ACCTATATTTGCTGGCTGTGTCACATGGTCTCCCTGGCAATAGCCGTTACGGGGTGTCTC
GATCCCAACATCGCAGCTTTACGCCGCGACAACCACGACCGAAAACGGTGTCCGAATGAT
GGCATGTGTCCAGAACACCGTTTTCATTGCTTTCGTACACGGTTTTAACTCCCATCCGAA
ATGGAGCCGTTTCGGACAGTTTCACGCTGAACACGCTCTCTGGGCGCTAACGTGCTTTAA
ATTCCGAATTCTGAGGGGACCCCGGCTTCTGCCAGCGATTTGCGAACATCGAGCAGGGAT
GCCTCCTTTGATCTCAAACCGAGTTCACGGGCAAGGCCGGTGAGGGCTTCTCCCGTCGGA
TCGCCGGATTGCCGCAAGACGGCCCGGGCGTTTTCGTAGGCGAGGCGATCCATGCTTCCC
GGGATTTCCGTGCGCACATTCGACCGCTTGGGGAGATGACAATCTCTGACCGGCCCAACG
GATTTCCAGTCTGTCGGCATGGTTTTCATAACGGAATTGATGGCGCTCACGAGATTTTGC
GCGTAACCGGCAGAAATCTCTTCCGCGTCTACTTTATCGGCGAGATATTTACCGTACTCA
ATCACCGACTCGCGGGTTATTCTTTCGAGGCGTCCGATGCCATTCTCTGTATGGTATTTT
ATGTATCGTGAAAATCTAGACCAGCGCTGCGCGAGGTCACCAAATGAAGTGGCGCCAATA
TCTTTATTTTTAAAAGATTGCTTTAAAAAAGCCTTTCCGGCGATATAAATATCGCGATGG
CCAATACCGTAATTCCGTGACATAGAAATCCTCATAAATAGGTGTGAAATGGACAACATA
CTGCCTCCCCACGGAGGGGATAAAAACAAAAACATTTTTTCTTTGCGCACTGGAAACAAT
GTGCAAAGAAAAAAGGCCGCCACGGGCGATACCGCAGCGGACGTCGAGGATTTCTGGCTC
CTATACAAAAGCTTTTGGCGTAAATAACGTGTTGTGTAGATGCGTGTCCCCCGCTGTCGC
GGTCCGAGAGGCTCGGGAAGAGGACATCGCCTGCCGGCGATGGGTGAACAACAAGGGACG
ACCCCAAACCGAGCCATAACGGACCGGTGAATTTTCTTGTGTGTTCTGATGACACACGCA
CGCGACGAGCTTCGCGGCAAAGCGTTTGGGGGCAGTATCTTATCCAGCGCGACTGCGACG
CGCTCATCTTGTTACAGGCAAACACATCAACTACGGAGTGCGGGCCAGGCATACGCACAT
CCTCAGTTGGGATGTGCGTCTCCATCTTCGCTGACGTGATTGGGGGGGCACGCCCGGCCG
GTTTCACGCACTTTCACGCGCCAAAATAGGCTGTAAAGCGAGCAACGGCGGGGCCTGCAG
CCGTCCGTCTCTGTGCTAGCGCAACAGAGACGGACGGGGGTGGCTGCGATAGTTTGCGGT
GGAACATCCGCTCCCAGCTGCGCGGTCGCTTTGGCGATCGACAGCATCGAAAGGCTGCGG
GCGTTCTGGAGGTATGGTGAGAATCATCCATCGCTGTTCGTGCAGCGCCGATATATTGCG
ATTATCCCGTGGGGTCGCTATCAGTGCGCAGTCTACAGGCAATAGAAATCACGCATGCCT
CTGCGTATACAGAGGCGCTCAGGTTTGGTCCCGATTGGGACTATTGCGTCGCTCGTTGCC
GGTGAGCTATTTTCATCTGATAACAGATGATGGCGATTGAAGTTGTTAGACTACCGCGCC
GCCCGCAACCGGTCAAGCTGCAGGCTTGGAGTTTCTGGACGCTGAGAGGTAGTTGGTTGA
TAGATGCTTTCATGGCCGAATCCGGCCCTAAAAACGTACAGAAACGAGGTATCTATCAAA
TGTTCATCTTCTCTACGCTTATCGTCCTCTCCTTGTTAGGCGATAGCTTAATTTTTTGTC
TCAAATCCGGGGTCCACTATAGGATCGGGAGGACTGGTTCCAGCGCAAGATCGACCAACT
GCAACCACCATCCCTAGCAGGGCCGGAAACTAGGAGAAAGTGATGATGACCATTAGAACT
TTCCGCTATCGTTCACATAACATTCCTATGGAATAATCAATAGTTATTGATGATTCCTAA
GTTCTTTAGCCTATACCCCATTGCTTGACTAGAAACGCCGAATTTTTCTGCAATTTTATC
AATAAAAATTTTCATCGGTATCCCATCCTCACTTGTCTCATTTTTGTACTTGTCAATGGT
TTTTTGACCCTCAGTGAGAATAAGCTGCTTTGGCATGAGCAGCTGAGCAGCAAAGCTGTT
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TGCTTCGGACTCGTATGGGTCCCAATATGACTCAGTTCTACTCATGGTCTTTTGTGAGTC
TATAAATCCCTTCTTTGATTTGGCACTATGTAGACAGTAATGCCCAATCTCGTGTGCAAG
CGTAAACCTCATTCTTGGTGGATAATCATTTTTAATTGGGTTTATTTTCACAATAGGATT
TCCATCTTCAAATAGTATTTCACCAACTATACCTCTTTCATCTAGAGAAACGTCTTCTTC
AACAACGATTCCAAGATCTTTTACAATCTTGTCAAGATTAATTGGAGCCTCAATATTAAC
CCCTAGACGATCTAGCAAATCTGAGGCGCTTGAGTACAACACTTCAGATTCGTTCATGAT
TCACCTCCATGATTTCCCACGAGCTGAGAACCAATTCTTTGAGCAGCTTCAGCCTCTTTT
GATGCTTGTTTGATGGCCGTTTCTGAATCAGCGATGCGTGACTTAATGAGTTCATCAACT
TTCAACTCTAGCACGCCATTAACATGACGTATTACATCAGAGTTATCCAATATTGATGAA
ACAAAACTAATTCCGATTTTTTCCTCCGTGCTTAATTTTCCCCTTAAGTCATCAAATAAC
TGAGATTCTTGCGAATGCTTGTGTGCTGAAAATTGTTGAGTAAATACATATCCTGCCATT
GCTAATATTACAGTTACACCAATAAAAATAGCTGTTGTGAATACGATGTATGTGTTTGCT
ATAGAAACAGCATCAGAAGGAGTATGAACATTGATAGAATTTATCCAACCTAAAATCCAA
GGTGAAATCGCCCCTCCGGCAAATCCTGCAAGAATAACTGCCAATGACTTATATGCTTTT
TTTAACACTTTTTCTCCATACTGTAGGCACATATAGTATTATTCATGAACAAGTCTCAGG
CTTCACATGAGTATCTCTGGCCATAAGAGGTTATGCATCATTCTGTCTTTGGAGATCGCT
GGCGACTTTGAACTGAACAGTGCGTTTAGTTGGGATATCAAGGCTTTCCCCAGTGGCCGG
ATTGCGCCCGGTGCGTCCAGCCAGCTCCTTGAGGGAGGAGGTACCCAGTCCTGGCAATTT
AATGCCGTCACCGTCGATCAGGGTCTGTGTCAGGGTGGCCATGGTGTTCCTCCGCGTATT
TTTTGGGTTTCTGCTCGAAAACATAGGCGATACCGGTGCAAAGCGCAATGTGGGCGATTA
ACAACGTGTCACAGGAACTTCCCCGACAAACCGATCCGCGCTGCGACTTCCCGGAGCAGT
CCCAGGGCAATGGCGTTTCCCTGCCCCTCGCGGGCCTTCTGGCAGGCGATTGCCAGTTGT
TCGATCAGGGCGGTATCACTAAGCTGGGATTCATCACCCTCGCCCCAGACCATGCCCCGG
TCCCGCGCACGCTTCCACCGCATCCGTTCCGCACTGGTCGTCGCCATGAAATCCCTCCCC
CGCAATCGTCACTGTGACGAATCATAGGGCGGCCCCATCGCTCCGTCAAACAATGCAGCG
TGACGCCCTTACGCAGAAGCCACCGTAAAGGCCTCAAATTTGCCCTACAGCGCACGCAAA
TGGCTCTGGCAAGGGAAATCTATTTCGCGGCATCAAAAATCGATTCTGGGCCATTTCTCG
ATACCCCTCCCCGGTTGAATAAAAATAAAGGGGGAGCCGATGCCGCAGGCAGTGGGGGAC
AACGTCCCCAGAGGGGGTCGATCCGGCGAGCCGAAGGCTCGGACAGGGGGAGCGGCAGGL
TCCCCGCCGGGGAGGTTTGCGCCCGGCGCCGTAGGCGGCAAGCGGGCGCTCCTTCTTTCT
TCCGCTGTGGGATTTTCCACCGCCGGAGGCGTTAAAAGCTTTTCTTAAAGTTAAAAAACG
CGCGCGCGCGTTACGTTTTTGCAAGCCAGCGCCATTATTGGGTTTTCGGTGGTTTCCGGT
GGGTGAAACACCGTGCCTTCGGTGGGTGAAACACCGTGCCCATCCACAGGAAAAGGTGGG
TGAAACACCGTGCCCATCCACAGGCACACCCCTTTTGAGTGGGTGAAACACCGTGCCTTC
GGTTGGTGAAATCACGACAGTTCGGTGGCGGTGGGTGAAACACCGATAGAGGGCGTGTAC
ACGCCTCCGAATGACCGGCATCATGACCGGCCGACAATACCTGCCAGCAACTTCTTGGCG
TCTCTGGTGTGGAAGGTCACGGTGTCGTTATCGTTGAGGACAAGGCGGTACTCGGGCAGG
CTGTTGTCGGCCTCGATGGCACGCACGGCCCGCCGAAACTCCTTGAGGGTGGATTTGCTA
CCGGCCTTGGCCTGTAGCAGCTCAAGGCCGATCTTCCATTGCGCTTGGTGGCCGCAGTGC
TTGCGGGCTAGCTCGTAGAGCCGCCGCGCCATGGGCTTGCGTAGCCGGAAATAGTCTGGG
TGGATGGACAGGATCTCATACGCCTGGATGGCGTTGTAAAGCCATTCGGAGAGGGTCACG
TCAACGGCGATCATGCGCTCATCGCCTTGCGACTTCTCCACGATCCTGACGCGCTCAAGG
ATGCCGAAGTTATCTGTCACGCGCTGGCCGCCCGTCCTGATGTCTGTCTTGATGCGCGTG
CCCGCCAGACGGTCAAATGACTCTTGCAAGCGGCGATAGTCGTCGCCGCCAACCCCTCGA
TTGGTAGTCACCAAGTAGTCGTAGACCGTGAAGCGCACAGTGCGGTTTTTCGCGTCATCG
CGGCCACGGTTCAGTCCTTCGGTCATCTGCGATACCACATAGATCAACACGTCCTTGTCG
TGCTGCGTGGCGCGGCCGAGCACGGACGGCATGACCCGCACGGACTTGTTACCGTCGCGG
CTCGTCCATTCCCAAATACTCAAGTCTGGCTTGGTCGCCAGAGTGAAGATCGGCGCCTCC
ATACTCGCGCCATCATCCTTCAGGGCGTAGTCGAACAGGTCGGCCAGGAAGAAATCGCGG
TTCGGATGGCGAATCTTGACCAGCCCGCCCATTGCATGGTTATCGGTCGTCGGCGCGGCA
GCGCGGGCCTCGGCGCGTTGCCGATCCTTGAGGGCCTTAACTTGATCCTCGATAGCCGCA
TCTAGCCCGGCGCGCGGCGCCTGTAGCGCTGCCAGGTAGTCGCGCACAGCGCGAACCTCT
GGACTATCGAGGTTGTCCGGCCTGGCGATGCGCGCCAACTCACGATTGGCCGCCACGATT
CGCTCGGACAGTGTGCGGTGCGCGTCGCGCAAGGCGTCCAGGCTATCAAGCGGGATATGC
TCGGTCGGCATGTCCCAGTTTTCGATTGCGTCGTCCTCGAAAACGCCCAAGACCTCGGCG
CGGTCCTGGGCGATGGGCGCAGCATCCTCAAGCGACAATTCCGCTTGTCCGGCCTTCTCG

129



CCGCCTGGCTTGGCGCTGTTCCGCGCCCGCACGGCCTGGCCCAAGCGGGCCAATGATGCG
GCCAGAGCATCGTCCAGGTGCATGGGGCCGTCGTTTTTCTTTTTGGTGCCACCCATAGAC
GCCTCAAATGCGCGAATGCGCTAATGTGCAAACACTCAATTACTCATCTCTCCGGAAGCT
GGGCGACGTACTCCGTTAGTAGCTCCTTGATGGTCTTGCCCTGCCTAGTTGCGTAGATTT
TCAGCTTCGTATGCTGGTCGGCTGGAAGCTCGAAATTCACACGCTTCATGGCGGTATCGT
CGGCCAGACTGGCGAGGGTTGCGGCCCGGCTCTTGGTAGCGCTCGGCCGCCCGGCGGTCA
GAGTTACTTGTTTACTCATTGATGTAAATCCTCAAATGTTTAAATGAGTTTTTGTTTCAG
CTCGGCCGCGAGAGCGCGCACTTCCGCCGCCGCGTCGCCCGCCGGTTCCGTGTCCATAAC
TGTCGTCCCCGCCGCAGCGGTGCTGGGATAGCTCACGCGCTGCGTGATACGCGACTCCAA
GACGGGTAGGCCATAGCCCGCCAGGGCCTCGGCGACTTCCGAGCCGATGCGGGTCCCTTT
GATCGCCCGCGACACCACAAAAGCCGCCTGTAGTTTGCCGTCCGTGACCTCGATGCGCTG
CTTCACCAGCTCCACCAGGTCAGCGGCCGCCCAAATGTCGTAGGGGCTTGGTTGAACAGG
GATCAGTACGAACGAGGCGGCCTTGATAGCGGACACGGCTAGGTCGGCCGCCTGGGGCGC
TCCGTCGATGACCACGAAATCCTTGCGAGCGATGTTCTTGATGTCCCGTTCGATGGTCGG
CCGGTCGATGCCTACAACTGTCAAGGGTTGATCCTCGCGCACAGCAGCCCAATCGCGGGC
GCTGCCCTGCGGGTCAGAATCGACCAGCAAAACGTCTGCGCCCTCGATCTGCAAGGCGCG
GGCAAGGTGGGTGGCGATGGTCGTCTTACCGGACCCGCCTTTCTGGTTCAATACGGCGAT
GACGAGCATGCGCACTCCTTTGTGCAAATGATGTTGTACTCAACGCATCATACCGCAACA
GGCTAATGAGTAAAGATGTTTCTGCACATTGCTTCACTGGTCGATGTCCGTGCCAAGGGC
ACGATACGGGGTCTGACGGTGGGCACCGGGCAAGGCATCAACTTCCTTGACCGAGCGGLCC
GTCGCCGTCGATGATCTGCCGCGCGCGGGCGATCTGGGCGGCGGTGAGGGCAGGGCGGGA
CCAAGCAAGACATAAGCACGGTCAAAGACGTGAAGCCCCCGGAACCCATCGATAGAGGGT
CGGCAAGGAAACACCAAGATGCTCGGCCACTTCCCTGCGTGGCGTGCCGTTATCCAAAAG
CTTCCTGGCCGATGCTACCTTGCTCTCCGTCATCACCCGCTTTCTCCCCGGCATCCGCCC
GAACTTTCGGGCGGCCTCCAATCCGGCGCGAGTGCGTTCAATGGTCAGATCCCGCTCCAT
CTCGGCAAGACTGGCCATGACATGAAAGAAAAACCGTCCCGATGGCGTCCCAGTATCGAT
AGCGTCGGTCAGGCTTTTGAACTGAACGTCCCGAGCTTGCAGACTGCTGACCAGGTCGAT
CAAATTCCGCACGCTGCGTCCCAGACGATCCAGCTTCCAGACCACCAGCGTATCCCCTGC
GCGGAGCTCTCCCAGCGCCTGAGTGAGACCCGGTCGCTCTGCGCGGGCACCACTAATCTG
GTCCTCCATGATCTTCTCGCAACCGGCTTTGGTCAGTGCCTCCCTTTGCAGGTCCAGATT
TTGGTCCTGGGTGGATACCCGGGCATAACCGATCAGCATATTTTTCTCCTGACTCTCTCG
ATATTCATAATGACGGTAATGAATCAAGAAACCCGTTTCAAGACCTATTTTCGAGAACCC
TATCCTGTTGATTGTTGGTCATGGCACCCGTGGCGGGTTTCGCCTCTCAAAAACCCTCGT
TTGTGAGATGTTGTCACAGTGACAACCGCAGATTAGACCTTGCCGGTTGGTATGGCGTTG
AAGCTGGCCCGGTCTGGATCTTCCAGAGGATCTGGATGCTTTTGGTGGCCGGGGATTTTC
CCGATATTCTCCGCTGGGTTGCTGGTTCCATCCACAGGGTGGCGCACAGAATTTGTGGAC
GGTTTCCTGCAAACCCAGAAACCGTCTAGTATATACTTTAAGGACCGCATGATTGGCCAA
GTGGGGGCTTAAACCCGCACTAATGATCGGTAATCAGAGGAGCACCCAGAATGAATGCCG
TTTTACCTTCTATCATCTCCGAGTTTGAGACCTCAGATCAGGAGGCTAGCTATACTGCGT
GGCTGCGTACAAAGGTCGCGTCAAGCTTGGCTGATAAGCGACCCAGTATTCCGCATGACG
AGGTAATGGCCGAAATGGACGCGATCATAGCGGAAGCGGAAACCTCCGCTCAAAGGAAAT
TCTGAGTTGTTACCCATTATCTGGCGGGCCTCGGCCCGCGATGACTTGGCGAATATCATT
CGCTACATCGCCAACGAGAATCCGCCAGCGGCACGGCGTATGAAACGCCTGCTGGAAGAG
TCTGTCCTGCCTACTGCCGAACATCCCTATCTGTATCGTCAGAGCGAGCGAGTTCCCGGC
CTGCGCGAGATTGTTGCCCATCCGAACTATGTCGTTTTCTATCGTGTTGCAACCGCCAGC
ATTGAGGTTGTGAACGTGGTGCATGCCCGCCGTGAGTTCCCGGTTTCAACCCAAAATGAG
TAGCCTCATCGTAATGTCGCAAAAAGGCCCCTCACGGATAGATGAAGAACCCAGCAAAAT
CAGGCCATCCGCCCAGCCGTGGGCAGTGCCCACGAGACAGAATGATCCCTTCTGTCTCGT
TTCCAATTTTCGGCTTCTGGCTAATTTCCAGCAATCGATCCCAGGCAATAATCAGGCGTC
TGGATCTGGCCTGATGCTATTGCCCGCCGTGAAGCCATGGAAACGACTCGGCGCAAGGCT
CCAACCCTTGTGTCATAGCATAGGCTATGACACATTGCACAGACGAAGAATTACACAACA
CGACAAATAAAGTTCCCGCAGCAAGCTGCAGGATGTTCACATCAGACACAATTTTCTAGG
TTTCGATGCAAGCAGTAAAGAATTTGACAACGACGGATAAATCACCAGAATTGTTCTGAC
TCTGATTGATTAACAGCCCTTCTTGTATTGTCTCCAAGTTCACTTGATATTGTTGTAAAT
ATCCTATCCTTGTATGAGTTGAACGAGTTTCCAACAAGTCTCTTTAGCACCAAGATGGCG
ATTGGAGTAAACTCTGTTTTTTTGGAGAAATTTTTATTTATCAACCCCTCATTATCAGTA
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TACTTATCAAGTAACGTTCCGTATTTGTCGATTATTCCACCAGTGCTTTCACCTTTTTTC
CCGATAAGCGGGTCTGTAAATGGTGAGTCTTGAAAGAATATGTCCCTCTTGAGAATTACT
CCACGCGGAAAAAAGTTCTCAGGAGAATGATTTACTCCGATCCCAAGCTTTCTTATTTCA
TCGAGTATTGATAACGATAAACCTGCTGACTTCCTATATGTTGCGCCATCCCAAAAAAAT
GTTTCCGGTTGCATTGGTTGTCCAATTATGCATGATGAACCAGGGTTTGTTACGATGAAG
TCCTCACCGTATGGAATTAAATTTGTAACAATATTATAGAGGTAAACATTATAAATAAGC
CCAGTACAGCCTGGCTCATATGAGATCATCTTGTTATCATCTATTAAAGCTGAGAATGCT
TCTCTCTCGAGTAGTTCAGAAAATTTTGTTGCTCCATCTATAGTTCTAAAGAAAAAAGAA
AAAACTCTCTTATGCTCATTTCTTTGTACGCTATTTTTTGTGAACACAGCACTTCTAAAC
TCGTCCCAGTCAATTATCTTTGTTGGATTATCACTAAAAAACCATATTTCAGAAGAGTTA
TTGTACAGATCTCTCGCGGATAATGTTCTTAAGAAAACAGACTCGTCTTGAATTTGTATA
CCCTTTTCCCGTGAGTACTCAACCAACTTCTTAGCAGACAGCAAATATCTTTCGCTACCA
ATCGTTACCAATGCCTTATAGAGCTTATTTACTCTCTGTGATTTATCAAGAAATTCTGAT
TCATTAGGGTAAGATGAAATTGTTTGTGGCGCTACCCCTAATAATGCTGCAACTTCTTGT
AGCTTCAAGCCAAGGTATGAAACAACGCTTCCGTCTTTAATTATATCTTCCATTTTTACC
TCTAGTATTAGCATGAAATGGTGGGCTATACATTAGCCCACCGATTTTTAGCGTCTCTTA
TCAGGCTCTTTCGCTACACCCTTATATGGGACTTCGTTTTTTGCCGAGATGAATTTTCCA
CTTTCGGAGTTGCGCTTTACCCATGTGTCATTTCGTGGATTGTATGTTTGTGAACGATTA
CTTACAGAACCTTTTCGATATCCATTGCCCGTGTTTGCAGCCATTATTAATCATCCTCTT
CATCGCGGAAGGCGTAATCATAGATGTCACTTGCCGCCTTGGCGGCAACGGTGCCAATAG
CAGCTTCCGCTGCGATGATAAGAACTGCTTCCAGCGTGAGTCCAGCCAAAAATTCAAACA
TGGCGCCCTCCATGAGCTGCGACATTGCCAAAGCCGGATGAGGCCAAACGACGGGCAGCT
GTCTTGAAATTACGAATCGCGCGAAAATCAGAAGGAGATGTTGGAATAGTAATGAAATCA
AGAGTATCGGTATTTTTAGCACGGAGCTGATGCTTTCCACGCGACTGGTATACGACCAGT
CCAACATTCACAGCGAAATCAACAAAGTCAGAATTTTTCATAATAATATCCTTTAGTTAA
CCAGTTATGCTGCCGACTTCTGCACTCGTAGAACAAACCGTGCAGAAACCAACAACAGGT
TTTATTATAGCCATAACGATAAGCATGTCAAGAGACGAACTTTTATTCTGTAGTGGTTAA
CTTATTCTGCTACACCAACCAAACAAAGGTTTTGTAACGATTCGGTTTCTAGACGCTTTC
AGCCCAGATTCGGCGGGGTGAAGTGTCCACAAACCCGTCTATCTTTCTGCGTCCGGTAAA
CCCTGCCCGTTCAACTGGTCACTGTGACAGCCTCTCAAAACCGACCGTTTCTGAGAGGCC
CCGAGTTGTGAGAATCTCGCTCCCGATTTTACTGGCGTTATGGTTCTCGAAATTCAGTCT
CGTTTTATGGCCGTGCGGTTGGATGTATTTCGAGAGTGCACGGCAGCTGAGTACGGTTCC
CTGAACGCTTGTTTAATGGACACTTCCTAGCCCGACTCAGCCCTGAGAGTGCCCATCAAC
CTGAGCGCACTTCGTTCAACAAATCAGGATGCTTATCCAATATCTTGAGCAACTTCACCA
GTGACAACGGCGGCTTGGTCTTGCCCGTCTCATACCGCGAGAACGCATTGACACCGCCCC
CGAATATTTCTGCCGCTTCCCGCTGATCCAGTGCCAACTCTTTACGTACCCGTACAATAA
AAGCGGGATCCACTATGGATGCATTGACCTGCCGGGAGAAAGAACGCATCTCGTGCATCA
CCCGATCCGTTTCGCTCGCATCCAGAAGAGATTCCGCACAGGCCGGACAATAGTCTCCCG
TGACCCCTGGGATGATGGTGGTCTCCCCCTTGTAGGTGTAGGGCATATCGCGCGTATCGT
AAATAAGCTCCGCCGCACCGCATACCGGACATTTCATCGTCATAACTCCTTAAAAGACAC
AATTGGCACATCGTCCACCACCGTCAATTCCAGGTAAACCTCTCCTGCCGGGGTACTCGG
TCGATACACATCCTGCCAGACCATATGATCGGCATGTGTGGTCATGCTCTTGTGAAAATC
GGCTGGCGTGAGTGCTAATACTGTGGCCAGCATTCCAGCATAGTCGAGACCCATGGCGTT
GGCGCCGACACGCGCCGCCAGCGTAGTGCGCGGTGCGCTTTTCCATAGGGCCATATTAAC
CTAAGTGGTTTTTTTAACAACCCGTCACACCACTCCCGTCATCCCGGCCCCCAATCATCC
CCCGGGGTACTACGCCCACTTTTGGGCCGACTGGGAACCTCTTGCGCATTGCGCAGGCTT
TGCACCTTCTCCCCGGTTGTGGGTCTCTCGGGCAGTGGGTGCTGTATCGCGGCACGCTTT
CTCTCTTCCGCCAGGCGCTGGCGTGCGACGAGGATCTGCGGCTGTAGCTCCGAGTTCGCA
ATGGCAATGCCATGCCCCACGGCGAGCCGGATAGCCTGTTCCTGAAATCGGGTATCCCCA
TGGAGCGTCAGTTGCTTTCCATAGCGCTGTTGGGCCAACTGGAGCGCCGCCAGGACGCTG
GCATCCCCGCGATCGAGGAGGACGATCTTGGGCCCGGTATCCATGAAGGCGGTATGGCCG
TACTGGTCCTGATAGAGTACTTCACGGCCCCGTGGTACCGCGTGATAGTCCCGGATATCC
CGAGGCTCCGGGAGGGATGTCCGATCGAGTGCTTCCGGACGAATTTCGGGAATGTCCTGC
AGACGGTAACGCGTCGCCGCTTCCGGGCCATGGATCTGCCGGACCCAGTCCTCAAACGAC
GGGAACAGCGCCGGGTTCTGTTCCCGGAAAGTCTTGCGTAAGTCCTTGTGCTGCTCCAGA
AGAGCGGCTTTTTCCTGAGCCTGTCCGGCGGCGATGACGGAGCGCAGGACATTCAAATCC
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GTCCCCCGGCCTTTCCAGTTGCCGTTGAGCGCTTTGCGACGTTCATCCGCCTGTTTTTGA
TACAACGCCTCACGTTCGGCGGCGATGCGGCGATCCATTTCCGCCTTGGCCTTTTTGCGC
TGAGCGGCGTGATCGCGCCGGGCCGGGGCGTAATCCGAAAAACCCAGTACTCGGGCAGTC
TCATGCAAGGGTTCGGGCGTCGGCGGCACCTGTTTTTCGATGCCGGGTTGGGGGGCTTCA
AAAGGCCCCCAACGCTTTTCCAGGGATTTGAGCCCCAGGCTCCGATGGACATCAGAGGCT
TTCGCTGGCACCTCTCCGATCAGCAGGATGGCGCCGGCACCACGCAATCGGTACGCCATA
CCCTGATCTGCCAGGGACTGGTGAAAATCCTGCCAGGTGGTGGTCGCCTTGGCTAACTCG
GGGACGCGCTCCTGAGCCAGGGTCAATGCGGACTTTTCGCCGGTACGAATCTCCTGATCA
CGGATGCGGCCCGGCTTGCGCACCGGGTCGCACTGCGGATCAGCAGTGCGCACAACCGTA
TCCTCCTGGACCTGGTATCGAGCATGGCGCTCTGGCTGCCAACCCTGCGCTGCTTCCATC
CGTGCTACGGCTTTGAGGATTTCTTCGTGGGCGAAGGCAATGTGCCGGGCTTTACCGGTC
AGGGGATCCACCCGGTTCAGTTCTACATGCACATGAAAATTATCCGTGTCTTCGTGTAAT
CCGTAAAAACATTGGTGCTGCGCCATACCCAGTTGCTGCATCAGGATGTCCACGGCCTGA
TCGACTTGTACGGGTGAAGGCCGTTCTCCCTGCGGCCAGGACAGCACGATGTGCTCAATG
GGATCCTTGGAGCGTATGGCTTCCATCGCCAGAGCGATCATTTCAGCTTGCTGCGAGGGG
AAGTCTTCGCAGACAAATCCCCGGCTGGCGAAGTACAGGCATTTCTCGGCGCCATGGGTG
TTTTCAGGGGCGGCGATGTATTCGGCCAGACCGGAGACTCTCTGGGCTTTGGAGGATTGC
GGCTTGGGATTCTGAATCTGGTTAGCGATCATGGGCGATTCTCCGGATAGCCTCTTGAAT
CTCGGCAAGCGTCTGAGCGGCTTCCCGGCGCAAAGCATGCTGATGGTCATCGGCCAGAAT
GTAATGCTTGAGCAGGCCGCCCTGGCGGCGCAGTTCGTTGAGGAGGGTGAGATCCGATCG
AGAGACGACGGTCAGGCCCAAAGCGCGGCGGCGGATATACTCGGAAACGGAGAGCCLCGGL
AGCCTGCGCCTGATCGGAGAGCTGTTGCCGCTCTGTGGGCGACACGCGAAACGTCACCGG
GATCAGCGGCTGACCTATCGCTTTCTTTGCGAACTTCCCATTTTCATGATGCAGTTCATT
CATGGTGACCTCCCAATGCAGGGGTCAAGGGGATACCCCTTGCATGAGAAAGAATGCGAA
TAAGGCGAAGCCGTTGAGCCTTCTGTCCATCACGGCTGAAGATGGCGCAGCCATCGTAAG
CGTGGTGGCATCCTGTATACCTAAAATTAGAGGCTAACAGAAAGTATAATAAAGTAGTAT
AGCGTATTTTGTCAGGTTTATCGTCGATCTCTGTATCTTCAGAATCACACTATTGATAAT
ACAAATAAAAAGCATATATTAGAGGCCGTGATTCCAGCCACTCCGGAAGGTAACCATGGA
CCAGAAGCGTATTGTCATCATTGATGAACAGCTCATCGCCGCTATCCAGCAGGAAGTGGC
AGAAATGCCTAGGGCAGAAGGGCCCCGGCAAACGACGAAAACAGAAGCCGTGCGCATGCT
CAAACCGGCCATTCTGGAAATGCTCAAGAAGGGGTACAGCTATAAGCAAATAGCCGACTA
TCTGAAGGATAAGGGACTACCGATCAGCAGCGTGACCATAGCCAAGGAAGTGCCAAGCAA
GAAAACCATGGCCAAAACAAAAATAGGCGTGAAGAAGCTCGTGGAGGGAAACAAGTCCGG
GTCTGAGACTTTGGCAGAAGATGCCTCCGCAGCGCACGCCATTCCACTGGAAGATGAAGA
GGTTTAACCATGAAGCCGGTCCTCTATTACATCGGTGGTGAAAAGGGCGGGGTCGGGAAG
TCTTTGCTGTCTGCGGCCATCGTCGATTATTACCGCTGCCTGAATACCCCCGTGGCACTG
GTGGAAACCGATGAGAGCAATGCGGACATCGGCAAGACGCTCAAAGATGAGGTGCCAGTG
CTGGCTGTGGACACACGAACGGAGCAGGCCTGGGAGAAGCTGTTACCATTTGTCGAGCAG
AACCCTGGTGTGGTGATCATCAACAGTGGGGCCAGGGATCTGACCGCCATCGGAAAGTAT
GGCGTAGATTTTCTGCCCGCCATCGCGCAAGCGGCAATGATGCGGTTAGTCTGCCTCTGG
CCATTAAATGCCAAAAATGAGCAGGATGGGCTTCAGGGTGTGACCCGGTTCCACCGCCTC
CTGCCCGAGACACCCGTCATCATCATGCAGGGTGAGTGGGAAGGTCCTCTGGGCGATGAT
TGGCAGGGTAGCAAAGCCAAGGGATGGGTAACGGGCGTTGTTCAGGTGCCGATCGCCAAC
GATATGCTCATCAAGGCGATAAAAAACGGCCGTCGACTCTCCATGCAGTCGGTGATCGAC
AAGGGCAACGTTCTGGAAAAAGCCAGTGCGAGTGGCTGGCGGACACGCGTGGCCACCATG
ATGGAACAGGTGGAGGCGTTGATCCCATGATTATCGAAAACATCTGGAAGCAATTGTCGG
GTACAGCCCCGGATGACGATCGGGTGAAGCGTATCAACGCCACGGCAAAAGCCATTGGTA
TGGACGATGATATCGGTCTGCGCCTGCTGACGGTGATGGAATACTATCGGGCGATCTATG
CCGGCGCGCCGGCCAGGATCACCAAAGCGGTCACGGACTCGGTAACAGAAGCCAAGGGAT
TGGCCAAAGCTGGCATTGAACAAGAGATCGCAGGGATGTTGCCATCCATAACGGAAGGCC
TCAGTAAAGCCGTTGGTCAGGCGGTTCTGCTGCGCCGCGTATCCATTAATGGCACGGTAG
CCCTTCTGGCGGTTTTAGCCGTCATCGGCGGCGGCTTCCTTGCCTGGAAAACTGCCTATC
AAGCGGGGGCACAATGGCAACATGGGTTGGATATGGGAAAAGTCGGCGTGCTTGCCCGGT
ACGAAGAAAAAGCCAATTCGACGGAACGATATGCGGCAGCACTGGTGGCGGCGAATCAAG
ATAACAATGTCATCCAGCAGATGGCAGAGTGTTCGGGTAAGGATATGGAGAAAATAAACT
TCAAAGGAAAGTCCGCCTGTGTGCCTCAAGCGGGTGCTGACGGTTGGTACCTCCCGGAAA
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TCCGCGGTGTGCCAACCCATAAATAAGGGGGGGCCGACCTGCTGTGGCGCGTGGCCCATG
GAACTAGCCGTCCCACAAGAGGGCTGACGGAACCGTCACTGTGACGATCGGTCGCCTGTG
TGAGAGCCCCACCAAGAACCCTTACACATTAAAGAATCCGTATCCGATCCTCGTTTGCCC
GATAAATAGGGTTATTGTACGGGCTGGCCTGAAAGTAAAAACGCCCGCAGCGTCATGATC
CGCAACGGCAGACCAGGAAGATCCATGAGCGGCCCAAAGTGTCGCACATCTCCCGTCAGC
AGGGCGTCCACACCAGCCGCCACTGCTACGGCTAATACCGGCAAGTCCTTGGCATTCAAA
TCCACGGGGAAATCTACCTTCTTAGCGTGGGGCACGACTTTAACGTCTGCCAGTCTCGCT
TCCAGGTTGGTCTGTGCCGAGGGGCGTTTGTTCTCGATATTGCGTCGCGCCTCCGCGAGG
CAATAGGCGCTACTGCATAAGGCGACTTTACGCTGTTGTGCCAATTCCCAAAGCAGAGCA
AACGCCTCCCCGCCGAGGGCGGCAGAAAAGAGAATATTGGCATCCAGGAAAACGGTAACC
GCTTTCCTCATGCTTCCCAAAGCCGTCGTGCCTGCGCCAATTCGGCAGAGCTCATCACGG
ATTCTTCCGCAAACTCCGCCATGCGTTCTTCGGTATAGGACTCTACTGGCAGAACCACCG
CCGGAACCAAAATGATCCGCCCCCCCTCCAGGTGCATCAGAAGGGTGTCTCCAGGCTTCA
GCCCTAACTGCTTGCGGGCTTCTGCCGGCAAGGTAATCTGGCCGCGTGTACTAATTTGTG
TCGTGATTTCCATAACCGAAAGCATGGCTGAAAATCGGAAATTCCGCAATGATCACAAGC
AGGGTGCCGGATGACATTGCCAGCCATACCACAGCCCCTTCCGTGTCGGTTTATGTTCGA
TCCGTCCCGGCTAGATCTTGGCTGCGCTTAAACATAAAGACTCACCGCCCAACATCCTTC
TCCAGCAATCGCCGCACATACCGTGTGTAGGGAATACCTTGGGCCTGTGCCTTGCGCTTC
AGGGCTTCTAGCAGCGGAGCGGGCAGGCGCATGGTCAGCGCCGCTGATTTCGGCTCGAAC
TCAAAAGACGCTGGTTGGAAACCAGACAAGTCATATTGAGACAGGTCTGCCGAATCGACA
AAATGCTCTGCGTCTGTATCACTCCTGAGTGAGGGCATGGCTTTGAGCTTGGTTTTCATA
GTGAGCAACCTCCTTTGGGTGCATGTAACGGGCACTGATCGGCCGTAGCCAAGTCTTTCC
ACGGATTTCACGCTTCATGAAAACAAGAAAGACATAGCGCCCGGCTTTCGTTTTTCCAAT
GGCTCTCATGCGGGGTTCATCTGGATGCGGGTCGGCCATCACCGCAGGCGTACCCCTCAA
TACTTGCTCAATTTCTGAACGGGATACTCCGTGCTTACCGCATTTCGGCCAGTTCCCATC
GTCCCAGTCGAATCCTGATATGGTCATCGTTGAATTATGTACTTTTGTACAAACAAACGC
CATGCATTTAGAATCCCATGATCCAGAGGACTTCATACTCCATCGGGAAGATAACCGTGT
AGTTTCCGGGCCTTGGCCACGGCTGCTGCGAGGATTTCGGCGTGTTCTGGTTCGGTAACG
CTTAGGGCGACTACTCGGGTAGGCCGTTGGCCGATGCGTCCCCAGCTTTTGATGAGTTCC
CACTCACCCCAGAGATTCTGCTGCAGGGTAAGACGGTAATAGCGATAGAGATCTTTCTCC
GGCTGGATTTTCTGCCACTCCCGTACCCACCAGCGATCCATGTCATAGACCAGATCGGCG
GAGGATGATGATGTCATAGGCATGGCGCTACGCGATAACGTCCCGCTCGGGTACCACCGT
CCCGGCGTGCTTGTAGATGGTGGAACGGGATACGCCATAACGTTTGGCCACATCCGTCAC
CCGCACCCGGGGGTTTTTGAGGAGCTGACGGATTTCCCGGATTTCCCGGACTTCCAATTT
TGGCGGTCGTCCACCCTGGCGTCCCCGGGCACGGGCGGCATCGAGGCCT

10.2 Anexo 2
Secuencia del plasmido pAfPQ510-2

>pAfPQ510-2

CGGCAGCCTCTATGGCTATACGTTGCCGTTCGCTGGGTGTCTCAGGCCATGGGAAGTTGT
TGTAGACAATGCCGGCAGAATATTGATAGCGGCTTTCCAATCGCCCAGCAACAGCGCGCA
TCCAGGCCATGTGCATCGTCGATTGCAAGACACCAAAATGAAAAATTTTCGCTCCGGGCA
CGATGAGGCAGCTTCCGCTGGCAATCACCATAGCTGCCATGAACCCGATGGGCATGATAG
GGCGATTCTCCGATGACACCTTGGCAATCAGCAAATAGCTGTTGTCAGGCTGGCGAATTT
CGCCAAACAAGGCCGGGGTTGCCGCTAGCGCGACCGTCTCCTTGCGGCTACTGGCTTTCC
TAAATGCCCGCACACGGCCAATGCGTTCCCGCAAAAACGGTGAATGGCGCAGGAGCGGCA
GTGGCGCATCTGATAACCAAAGGCACCATCGCTGCGTGTTATTGAGAAATTCCTCCCCGC
CGACGTATGGCCTGATGAAGGGGCCGATTTGCGGTTCCGCAGCTATGGCCGCATTTCGCT
CTTCCGTACTCAAAATAAGATGGCCATCATCAATTGGCATACTGCCGTAGTTGATGTTCG
GGGTGGAAGGAGCTAAGGGGCGGCCACGTTTGGACAGGACCACATCTACCGCATCCACTA
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GGTAGGGATTGATGTTCCGCGCCTCCACTGGATGAGGTTCGCCATCGATCTTCTCATAGT
CGTAGATCATCCGCCGCGTCGGTTCGCTAGGGCCAAAACCGATGATGACGCAATGCACAG
CCGCCTTGCCGCGCCCTTCGTTGCTCCATTTGAAGGTGCGATGGGCAAAGTGGATCTTCA
TGCCTCTAACCCACAGGTGCGGCCAGAGAACGCCAGGCTGTTCTCCCTGGGTGATGGAGT
TTGTGGAGACGAAGGCGGCGCTCATGGATGTGCCCTGCATGAACTCCGCCGCCTTGCGGT
ACCACGCAGTCACATAGTCGAGGACACCAGCTCCCTTGACACCGTGCATGATCGCCAAAA
ACTCTGCCTTCTGGGCTTTGCTTTGCTCTTTTTTACCCACAAAAGGTGGGTTGCCGAGGA
TGTAACTCACCTGCTCGCGGGGAACCACTGTGCCCCACTCCAGCGTGAGGGCGTTGTCAT
TGACGATGTGCGCGCTGGTGGTCAGGGGCAGGCGGGCGTAATACTGCCCGAACTCCTCGC
TGACACGTTGATTCATCTGGTGATCGGTCAGCCAGAGAGCCACCTGTGCGATCTGGGCGG
GAAACTCTTCGATCTCTATACCGAAGCACTGGTCCACGTTGACCTGGATGAGATGAAAAA
TATCCAGAGCGAGTTGTCCGCTATCGCGGAGCAGGCGCAGGATCTCCAGCTCCAACAGGC
GCAACTCCCGATAGGCCACCACTAAGAAGTTTCCGCAGCCGCAGGCCGGGTCGAAGAGTG
TCAGCTCACGCAGTTTGTGTTGCAGATCTGTGAGTTTGTGGGCGTTACCTTTGGCAGCGG
CGAACTCTCTATGCAGGTCATCCAGAAACAATGGCTTGATGAGTTTGAGAATGTTAGTTT
CTGATGTGTAGTGAGCGCCCAGATTGCGGCGGGCGGCGGGGTCCATGATGCTCTGAAATA
AACCACCGAAGATGGCGGGGCTGATCCGGCCCCAGTCTAAGGCACAGGCATCCAGCAGCT
CGATACGCATGGCAGCATTAAAGGCTGGGATGGGAAGAATTTCGGCAAAAAGTCTGCCGT
TCACATAGGGGAAGGCAGACAAGCGTTCGTCGAGGCTCTTTTGGCGAGCTTCTGGCTGTG
TGTTGAGGATCTGGAAAAGTTCGGTGAGCTTCGGGCCAAGGTCGCGGCCATCTTCCTGGG
TTTCTTGTTCCACCCATTCCCGAAATGCCTGGGCGGGCTGAAAAAGCCCGGTATCATCGG
CAAAGAGGCAGAACAGGAGGCGAACCAGCAAAACTTCCAGGGGATGATCTGTGTAGCCAG
AACCCTTGAGTCGATCATGGAGGCGGCCCATGCGCTCGGCAGCATGGATGTTGACCGGAT
CCTGTGGCCGAATGGCCTGACTGTGATAACCAGCGATGAAACCGAATAACCGAATATGCT
TGTGCAGGTCGGAGAGGGGAAATTCCCATTGCTGGTCCGTCTCCAGGTCAAAGAGACGCA
TCCTGGCGAAGTCGCTTACCAGGACGTAGTGCGGGAGGTCACGCTCTGGAATACCTGGGA
AATAATCGATAGCTTGGGCGTATGCCCGGTTCAGATCCTTACCCCTGGATTTGTGCTCTA
CCAGTAGCACGCCTTTCCAGAATAGATCGATGAATCCTGTCGAGATGCGCCCGCCGTCGC
TGCGTTGTTTGACTGGGGCCTCGAAACTCGCCAAGCGCCGACGCGTGACGCCAAAGACAT
TGAAAAAGGCATCCCAGAAGGTCTTGGCCTCGGCGTCCTCGCTACGTTCTGTTGCCCAAT
CGCGGGAGAATGCCGTGGCGCGGTCGCGGATTTCGTTCCAGGAGATGGGTGGCATTATAA
TGGAGGCCCGTATTTCATGGCGGGAATGGAGGTTATTTTGACCAACATTTTGTTTGACCC
GGAAAATATCCTGTAGAAGCGAGGATATCACGAACCTCTGGGGTTATGAGTGAGATAGGC
GCTCGAAGGTTGATCGATCCATTTTCTGGGTCAGTGTTTTCGCGGCACGGCAAGGTAAAA
CGCTTTGGTTTCGCAGCCATGCGTTGAAAGTAACCCATTCTTTGAGGCTTCCTATCCGGC
CTACCAAAGCATAACGCCTCATGAGAGCACCCATGCGGCGTTGATCACTTAAAGAAATGA
GACCTTTTGCACCATTCTGTCTCGTGGCCTTCTCCACGCCTATCGCTAATGTACTGATTC
TTCTGCTACCGGGCAAGGGCCGGAAGGGGCTATGATGAGACATTACGATCACGGTGGAGA
TTTTGGGCGATGGCGGACGGGAAAACAGGGCGGAAACGGCGGGGGGCGATCGATGCGGAG
GCACCGATTCCGGTCGTGCCCGGGCAGGGGGAGTTGTTCGTGGAGATGCCAGCGGAAACG
GTCACAGCGACGGCTGCGGCACCCGCTCCGGTCGAGCCGGAAGCCGLCGGGLCTCGLCCCCCT
GATGTGCCGTCCGCAGGACAAGGGCTGTTATCCGCAGCAGAAGCCACTCCCAAAAAGCGC
CGGACGGCCTCGGAGGGCGAAAGAAAGCATCTCACCCTCCTGGAGGTGGATCGCCTGCTG
GCGGCCACGAAAGACAACCCCCGGACCGGCCTGCGCGACCGCTGCCTGATCCTCCTGATG
TTCCGTCACGGATTGCGGGTGACGGAGGCCTGTGACATGCGTCTGGATCAGGTCGATCTG
GAGAGCAAGATTCTCCAGGTGCAGCGCCTCAAGGGCGGGCTGTCCACCACCCAGCCACTG
CGGACGGAGGAGATCCGCCTGCTGAAAGGCTGGATGGCCGAGCGGGAGCGCTGGCTGCGG
CAGTGGCGCAAGAAAGAAGGCGGCACTGGGGCCGCCCTGGATCGTCATGCGCTGTTTCTG
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AGTACCCGGGGGACGGTGCTGTCGCGCAAGACCTTCTGGGCGCTGCTGCGCCGCTATGGG
GAGCTGGCGGGGCTGACCCTGCCACCCCATCCCCACATGCTCCGGCACGCCTGCGGCTTT
GCCCTGGCCGACCAGGGCGCCGATACCCGGCTCATTCAGGACTACCTGGGGCACCGCAAC
ATCCAGCATACGGTGCGCTACACGGCCACTAACCCGGTGCGCTTCGAGAAACTGTGGCGG
TGATCGCTGTTGATTTGTTGAATGGTTCGTACTACAAGAAAGACAACACATCATACACGG
TAATAATATGGCAAAAGTTAACCTGTCAGAGGCTGCTGGCTTGGTCAATGTGGCCAGATC
AACACTCTACTCTTATATAAGATCAGGAAAGTTAAGCGTTGATAAAGATCACCTTGGAAA
GCCACAGATAGACACATCTGAACTGATCAGGGTCTTCGGCGTCTTGCAAGACAACGATAA
AGACAACAAAAAAGACACAGAAATAACACCGGATACGGTGACAATACAGAGTGAAAACGC
GGCGTTGCGCGCAGAAAATGAAGTGCTTCGTGAAATGCTGAGGATTCGCGAAGAGCAACT
TCGTGAACATCAAGAGCAAGAGTCATGGCTCAGGCAACGCCTGGACTCATTGGAGGCTAG
GTTGTTACCTGGCTCAAGCGCCAAGTCATGGTGGTCAAGAATTTTTGGTTCTAAGGGGTA
GGCTGAATGGTGGTGGCGCTTCCCTTTGCTCTGGATCAGGCGCAAAATGATAAACACGTT
TAACATGTTTATCGCGAGGTTATTATGATTGGGGTTCGTCTGTCCAGCGACATCGAGAAG
CGTCTAGATGCGTTGGCAAAAGCGACAGGACGCACGAAGACCTATTACGTCCGCGAGGCT
ATTTTGGAGCATCTGGATGATATGGAGGACGCTTATTTGGCCGAAGCAACCCTGGAGCGT
GTCCGGCGCGGGGATGAGCGCGTATTAAGCAGCGAGGAATTCTGGCGTGGTCTGGAGGAT
TGAGTACGCGGAGTCTGTTCAGAAAGACGTGCGAAAGCTTGATGCACAAGAGCGTAAACG
CATCCGAGACTTTATCGAGGTTAAAGTGGCCCTCCTGGATGATCCCCGCAGTTTGGGTAA
ACCGCTTTCTGGAGGTCTCAGCGGTCTCTGGCGTTACCGAGTAGGAAGCTACCGTGTTAT
TGCGAATATTGAGGATCGTGATGTGCGCATTCTCGTCGTGAAAATCGCCCACCGGAAAGA
GGTTTATCGTCAGTGAGTGGTCACCTGCGTCCAGATCGCCATTTTGGTACTGATCTTGCT
GAATAGTGGCTTTCTGGCGTAGTCTCAGAGGATCAACAACAGCCCAAAGGCATTACCCAT
GATAGAAATGGTAATGCCCCGTAACCTGGACGTCTGGGGAGACAAAGGTATACGGGGCAT
CGAATCCGAGGGACCGGACAGGTCCAGTATAGCCCCCCTTGGCTATGCAATCAAAGCCTG
TCCGGTCCCCATGCAGAGCATGAGCGCGATCGGAGGCTTTGATGGCCGCGATTGATGCCC
TTTCCCTCTTTGCCGAACACCTGCCCCGCAAGCCGTATTGCACGGATGATCTGACCGCAG
GGCTGCAAATCCGCCCCCTGAAAACCGCCCTGCAACGCGCTTATATCCAGCCCAATGGTC
CGGGGATGGTGTGGGTAATGGTCTATGACGTGGACCGCGCCTGCATTGACCCGCAAGACT
GGTGGCCGGTCTGGGAAACCGCTGGGCTGCCTCTCCCCAACATGGCGGTTATGAACCGTC
GGACGAAACGTGGCCACCTGATCTATCTGCTGGAGGCAGGGGTCTGCCGGACCGAACTCG
CACACCTCAAGCCCCTGCGGTATATCGCCAGTATTGAGCGGGCCTATACCGCCGCCCTTG
ACGCTGACCCCGGCTATGCAGGCCTCATCTGCAAAAACCCTTTCAACGACCGCTGGCTGG
TTTGGGAGATACACGGCAACCCATACACGCTGGGCGAGCTGGGCGACTATGTGGATTTGA
CCGCTAAGGCGGTTTCCTTGCCCTCTGACGCATCCGAGAGCTTCGGGCTGGGCCGTAACG
TCACCATGTTCCATACTGGCCGTAAATGGGCTTACAGGGCCGTTAGAGAGCATTGGGCAC
CCAATGGGCTTGGTAGATGGTCAGAAGCCGTCCTGGAGCGATTACAGGCCATCAATGGCG
AGTTCCCGCAGCCCTTGCCCTTTGCCGAAGTGAAAGCCACAGCCAAGAGCATCAGCGGGT
GGACCTGGCGGCGGATGACACCCGCAGGCCTGCAAGACCTCATCGAGCGGACCCATACGC
CGGAGCAGCAGGCGGAAAGGGGCCGGAGGGCCACCAATCAGGCTGAGGCTGGCGTAGCCA
GTGGGCAGGCCCGCAGGCAGTCCAGCGAGCAGGACAGGGCCACGGCAAGGCTTATGCGGG
CGCAAGGCTATACGCAGCAGGCAATAGCCGTGGTTCTGGGCGTGCATCGGAATACCGTCT
CCTCATGGTTAAGCGATGCACAGTGAACGGCCTATATCAGATAATAGCCCTGTGGCTGGC
TGCAGGGCTGGGGGCCTAGCACGGCTTGTCTTAGTAGGTGGAAAGAAATAAGCGCTTTAG
CGGAAGGAAGTGTGGGAGAACAGCGAGGAGTGGCGGGTGATTCGCTTGCGGATCGCCCGA
CGCTACCGCAACCAACGGAGCATGGCGACGCGGAGTGCCTGCTACGGAGTGCGGCGGGTG
TGGCCTGCACGGGCTGGGTGAGGGGTCTGGGGAGAGGGTGCCGCTTTTTTCGCCCTGGCG
CTTTCCATATCCCGGTCATGGCCTTGTCCACATTGCCCACAGGGTGCCCCACAGATTTTG
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GGGATAACCTGTTTTCAGTCTTTGGGCTGGGCGTACATGGTGTCCAGCGCGCTTTTACCG
GGGTTCCCTTCGGCATCGGTCCAGACGACCTTGTGACCTTTGCCACCTTTGCGGGTATCG
ACCACTGTGACCGATTTCCATTCCCCGTGATCCTTGATCCAGAGGGTGGCGCCGGGTGTG
GCGTCTTTGAATTTGGCTTTCATGGGCCCACCTCCTTCCTTGTTTTGAGTTCCCAGAGAT
TGACGTTGCCGCCTTTGGCGTTGATCGCGCAGCGCGGCGAGTGAACTGCCTGCTTCCTTG
CCAGTTCCACGAGCAACGCATTGGTGTGGGTGCGCGTCAGGCGAAGGGCTCCCGCGATTT
CCCTGCAGGTGCTAGGGCCGTCGCGCAGGCAATCAAGGACGCGGGCCATGTCCCGGGTGA
CGATGCGGTCAGTCATCGAGTGGCGGCCGCGTGCTGGGGAGGTTGCGTAGCCCGCGGLTC
CAGAAATCAGCGTTGCGGCTACTGCGGGAGGAAGGCGCCGACCGTGACCGCGCATGGCTG
ATGGTCGCGGAGGGAATATCCAGGGCGGCAACCCCGTCCGGGACGAGTGATTCAATGGTT
TTCTGCGAGTCTGTGGATTCTTCGTGCATGGCCTTTTTCAAGGAAAACGAATCGATACGT
CCCTCTGGCGTGGACCGAACGTATGGAATTCTGGTTTTACGAAAAAAAGCCCCTGCGGAC
AGGAGCATAAACGATACGTAGGAGGTATACCGGAAAAGTGGTGCCGTCAGGACCTCGTCG
CGGGCGCATCAAAGGACCAGGGAAGCACCTCTTCCAGTATAATCATATCACGGCATATTT
TTATATCAATACGTATGCGGGCTTTTGTCGGGTGTTCCGTGTTGGGGCGGGATGTGCAGT
GTTCGGGGGCGTTTCTGGCGAATGTGGGTGCTGGATCGTGTGTTTTTGCGGCACCCTTTT
TTTATTTTGGGGCAGCAGGAATCCCGACCACTTGAGGAGAGGATACAACCGGATTCATTT
GCGCTCGATATCCAGAAGGATTCCTGCTGCCCCTGCAAGTTACCAGAAAATGCTGATGGA
TTCACCTCTCCGGGTACGGGGGGGGCGGGTAACGAAATTTGCGTCGATCCTGGGGCAAAT
ATGGGGCGTTTACAGTAATACTTTGCGACCCTTTGCAGGCCATGGAAAACCTGACGGGTT
GCGTGGCGGGATTCGACCGGGTGACGAACCCTATCCCCGGTGTCTCGCAAACGGGCGTAT
CACTAACCGACATGGTTACGGTAACAACCGTTACCCGGTAACCGCTTCGTTTGTTGTGCC
AAGGCGCAGCCATTCCTGATATTGCGGTTCGGTGATCGTCCGCAGGCGGTGCTGCCGTAA
CCAGGCATTAATGGCCTCCCATTGGGGTTCCTGTTCCTCGTCCAGCAAGTACAGCGCCGC
CAGGCTGATCCGATCCAGGACCCTTTGGGTATCGAACCCGGGGAAACGTGCCGTGCGGGT
CATTCTGGCGGAGCGGTGTGCTGTTGGTAACGGGTGCTGCCTCGGCAAGCGGAGGCATGG
ATATTTTCCGCACACTCCGTAGAGGGACGATGATAACGGGGCCGCTCAACCATGTTGCAC
CGACGCAGTTACCTGGGTGCGCATCTGGTAACCCGGTTTGAAATGGACCGTTTTTTTGGC
AGGCACCCAGACCGGCTCACCGGTCTTCGGGTTGCGACTTTGCTTGGCAGGCATCACTCG
GATATCGAAAGATCCGAAGTCCCGGATTTCGATATGTTGGTCTTCGGCGAGTGCTTCTGT
CAGCATATCCAGAATGCGGTCTATGGCCTCTTTCACGTCCGTGGGCCGGAGCCTATATGT
GCCGTTTTCCCGGAGGGATTGGGTGACGTGCTGAGCAAGATCGGGTTTGTTCATGGTTAT
CCTCAGGCAGAAGGATTTGTAGCATAACCCAGAGGAAGACTTCTTGCGCAAAAGGCTTTT
CAAACAGCGGCGACTATCAGTTACAGCGTAACGATTTGTCCCCTTGAAGGGCCTTATATC
TGACGTTTATGCGCTTGGGTTTGTTGCCGTCGCTAATCCGGTTGGCATCACCCCTCGATA
CCTTTCCGTTATCCAGTAACAATCTGTCCCATGTTCAATGGTGCCTCCGGGGAGGCAGAA
AAAAACCGGATGGCGTCTTGCACAATCTCCCGCTTCGTCTTTCCAGACGCTTTCACCATC
TCGTCGAGGCGGTTGCCGTATTCCGCTTCCAGCATCACTTCGAGGCGGATGTACATCAGT
CCGTTTGGGTCTTTCAGTGCCCGTTTCCGATACTTCGCTTGTCTCTCTGCATTGCTGAGT
GCCATATCGTCGATCCTCAATCTGTTATCCGGTAACTATATATTGCCAGTTACCGGGTAA
CGTATCAACCCTGTGCGTTACCGTATAACGCTGCACAAGCGAATTGCAGAATTCTGAGGA
GACCCCGATCAGCCTTAGCCTTTGGGTTGACGGTACAGGGCCGTCAGCAGGTCCTTGCCC
GTGTTTTCCTTGGCGTCGGTCCAGGTCACTTTGTGGCCCTGTGGCCATTCCCCCGCGAGC
AACGTCTATGACAGCGACGGCTTGCCGTTCGCCGTGATCTTCCCGGTAGCGGTGGGCACC
AGGAGTAGCCCCTTTGAGGGAGGCTTTCATTCGGGGGATTTCAGCGACGGGTGGATTTCC
CAGAGGTTCACGGGTTTCCCCCTGGGGCCTGTGGTACAGCGTGGCGCATGTATCAGGCCC
TCGCTCTTCAGGATTTGGACGATCCCGCTGACACGGGCGGTGCTGAGATGCAGTTGCTGG
CTGATTTGCGCTACGGTCATAGGCATGGTGTGGAGGCACTGGAGAATGCGGTCACGGTCT
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TGGGCAGCGAGTTTATTCATTCTCGAAATAGTATGGACGCTGCGCGGTGCTGGCAAATGG
GCATCCTGACCGCAGCCCAAAGAGCACGGGCATCGGTATGGATGTTGTCCCTCTTTACCC
TAATCGCGCATGGCATTGTCGCTCAAGATGTTGGTCATGGCCTCGGAGATGGTTTCCTCT
GCGCCCTCCCGTTTGGGTTCTGGGGTCTCGCGCAGGGTATCGAGCAGCGGTGCCAAGCGC
TTTTTATCGACTTCCCTGGTGATGGACCTTTCGGCTTCTTCCAGGAGCCAATTCCGGATT
TTGAGATTCTTTCTGGCGGCGTTGAGCAGCATCCCTCCCAGAATGATTTTCTGGCCGTTC
TCCGTTTTTCGACTCTGTTCCCGAAGGCGAGCCAGCCTAGCTTCTGCTTCGGCGATCTGC
TGCTGTAAATTCTGGGCCATAGTGCTATCCTCCTGCGGTTGATCGAGCGTATATTATCAT
GCACGGATGAGCGCAGCGAATACAGTAAATGCGCACTTACGACTTCTGCGAAGTCAAGCG
CGCCCGGCGGGGCAGAAGCAAAAGCCGAAAGACGAGGAGCCGCGAATGGCCATCTATCAC
GCCAGCACCAAACCGATAGCGCGCAGTGCGGGACGGTCCGCCGTCGCCGCGGCGGCCTAT
CGGGCGGGTGTGGAGCTGGTGGATGCGCGCACCGGGCTGGTCCACGACTACACCCGCAAG
GGCGGTGTCGAGCATACGGAGATCCTCACGCCGGACGGACTGGGTGCGGAGCGCAATGCC
TTGTGGGATGCCGCCGAGTTGGCCGAGAAGCGCAAGGACGCCCGGACGGCCAGAGAGTGG
ATCGTCGCCCTGCCCGCTGAACTCACTGCGGATCAGCGGAAGGATCTGGCCCGCGACTTT
GGCCAATGCCTGGTAGCGCGTTATGGGGTGGCCGTCGATTTTGCGATACACGCACCTGAC
CGAGAGGGCGACCACCGGAACCACCATGCTCATATTCTCACTACCACCCGGCAGGTCAGT
CGTGGCATCGACGGCGGATTGGTTATGGGTGCCAAGGCCCATATCGAGCTGTCCGACAAG
GCCCGCCGGGCCGCGCTTCTCGGTCCATTTCGTCCGGACGATGCGCCGATCCTCTGTGCG
GCGGACGAAGTGAAGGCCGTCCGTGCCCTTTGGGAGCGCACCGCCAATGCCGCGCTAGAG
CGGGCTGGACTAAATGCGCGGATCGATGCCCGCAGTTTTGAGGCGCAGGGCACCGACCGG
GAGGCCACCCAGCATCTGGGGCCGGTCGCCTCCGAGATGGAGCGGCGCGGCAAGGCGTCC
GACCGGGGAGATGGTAACCGGCAAGTCAGCGACAACAATAGGGAGCGGGCGCGACTGTCG
GCGGAGATCATCGACCTGCACGCCGAGCGGGAAAGGCGCGAGCGCCGGGAGGTTGCGLGE
CGGGAGTTCGAGCAGAGTCACCGGGAACCTGCACCGGATCATCTGTCCGTCACGCGGGCC
GTGGCGGCTCTGGTAGCGACCCAGGCACAACGGGCGCGGCAGGCCGCGCAAGACCGCTGG
ACAGAACGGCGGCAGCAGCGGGCAACCCGGCGCGAGCGGGAGGCGCGGCGGGAACGCCTG
GTGGCCCTGGCGGATGCTTTGGCGAAGGACAAGGCGTGCGGTCTGAGCATCCGGCAGGCG
AGTCTGGATGCGGGATACCGGCTGCAGCGGCAGGGAGATAAAGAGGTCCTTGTCTATCCT
CCCAACGACCTGCAGGCAGAGCGGAAGGAGGTTTCTCATGCCCGGCAGGCATGGGACCAG
CGCAAGCAAGGTCTGGCGCGGGACCGTGCTACGGAGCAGGAAACCCGGCCTGGTATCCGG
CATCCCGACAAGCCCCGCTGGCAGGTGGAGCGGGAGCGCATCCTCACCCAGGCCTATAAC
GCGGACGTGGCCGAGAAGATGGGCCGCTGGTATCGGGTGGAACGGCGGGCGGATGCGCTT
GTGTTGAGCAATAAAGAGGCCACCGTGACCGACTACGGCGACCGCGTCACGTCCAGGGAC
GGCAATGGGCGGGAGATCGAGGCCATGGTGGATCTGGCCCGAGCCAAGGGCTGGGAGCGG
GTCAGTCTGACGGGCACGGCGGAGTTCCAGGAGCGGGCAGCGCGGGCCTTTGTCGAGGCG
GGCTTTGGGTTGGTGGACACCCAACTGGAGCGGACGGCGCGGGATGCCATAGAGGCGGAT
CGGCGAAAAACGGCCAGAGAGCAGGCCATGCGGGAGCGGGAAGCGGCGTTAGTCGAGCAG
CAGGAGCGGGAGACCCGGCCCGGCATCCGCCATGCTGACCGGAGCCAGTGGGCGGCGGAL
CGCTCCCTGGTGCTGTCTCTCCAGTACGATAATCAGCATACGGAGCGGGCTGAGCAGCGT
GGCTTTTATTGCCGATGGATGGAGGACGAGCAGGGGCTGCTGTATGAGCGCAGAAAAGAC
GGCGCGACTTTTATCGATCAAGGCCCCGTCATCGTGGCGCCCCACGGCGCCGGACACCCA
GAGAGGGACGCGATCGCGCTGGTTCTGTACGCACAAGGGGCTAAAAAGTGGGACTCCATC
GAGATCACCGGCGACGAGACCTTCCGGCTGCGGGCGGCCATAGCGGCGGTAGAAGAGGGG
CTGACGGTTACCGATTCTGAGCTTACGAAACGGGCGGAAGCTGTCATTGAACGGCGGGAG
AGACTGGTGGTTCTGTCGGATGCTTTGGCGAAGGACTCTGCGTGCGGTCTTTCTATTCGG
CAGGCGTATCTGGATGCGGGATACCAGCGGCAACAGCAGGGGGACAAATGGGTCTTTGTC
TATCCTCATGACGACCTGCTGGCGGAGCGGAAGGCGGTTTTTACTGCCCGGCAGGCATGG
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GACCAGCGCAAGCAGGAACAGAAGGAGAAGGTGCCGAGAGCGCAGATAAGCGCTTATGGA
GCGGAGTATGGCCGCAGGGATGACTGGAAAGGGTCATTTACGGGAGCCGTGATTGCGGTG
GATGAAGGCCATGTTTACGTCGGAGCGAAGGGTGGCGGTGGTGCGCCGCACTTTGTAGCG
ATACCGAAGGAACGGTTTAAAACCCAACCATCGGTAGGGCTGTATGCGACGTTCACCCAG
GGGGATGGGCAGCGTCCGGCGGGCTGGAGCAAAGTGCTGGGGAAGATGAATGGGCAGGGG
CGACTGGTGAGAGATCAGGGGAAAGGCCAGGGTATTGGCGATTAGCGAGGCCCGLCCCCGC
TGCCCAGGAGACCCCCTATAGCGTTTCCAAATCGTGACCGGCCACGGGTCTCAAAATCCG
TGCTGGTAGCCCATGCCAAAACGAGAGGGATTCATGAGAACGCGGAAGCCAGCAAAGGCA
ATGGCTAGGTTCTCACAATGCGGAGCGTCTCAAAAACGGCGGTTTGTGAGAGCGTCATGA
GGCACGAATCTCTATCTGGTCGTATTTCCCGCGGCAAGCTGCGGGGAATTTTATTGAGTC
CACTGCTTACCACTGTTAGATCTAGGTTATGTTTAGTCTTCAAACAGCTTGAATAAACCA
TATGCAATCGCCGCCACGACAGCAACAGGCGCTGCTGCGGTCATAATTGCACCAGCAGCC
ATACCACCACCAACAGTCGAACCAATAGCAGCCATGCCAGAAGAAATAGCCGCTGCGCCA
GCTGTACCAGATGCACCAGCGACGGAAGCTAAGGCTGCACCAGTTGTGCCTGCTGTTGCG
GACATAATGGTTGCAGCTGAACCACCAACGACAGCCGACGCTGTGCTAGCTGCTGTACCT
GCCGTTGCAATAGCACCAACGGACCCAGCCACAGTGGATGCTTTTACGTTGTCAGGCATA
ACGTTTCTCCATTTTAGTTTAAGATAGGCCATGGGCCTTGTGAATATTATAGCTGTTGGC
TTGATGGATGGGATAGACCTTCCTCATGCGCCCCCTACCCAGCGGAAAGCCTTGCCGCTG
CTGGATCTCGGGTTCCTTATCGTGCGATTTATCTGAATTCTGAGGCGACCACTAGTCGAT
GCAAGCGATGGCAAGAGTGTCAAACGGGCTTTGCAGAACACTTTGAGTTAAGGCTAACAT
TCCACAGCGCATCACGATAGCTGGCTAATGATGCTCTGATCTTTCAACCAGCAAGGAGAA
TCCAAATGAGCAAGGGTGGCAATGGCGGTGGCAATGGCGGTGGTGGTCGCAGTGGCGGAT
CGCAAGGCGGTGGCGGGAAAGGTGGTGGTTCCTCTAGCGGTGGGCGCGGTCAAGGCAACG
GTGGCGGCTGGCCAAGCGGTACCGGCAATGCGTCTGGTGGCGGTCGCAGCAATGCGCCAT
TTGGTGGTGGCAAAAAATAAGGCAACCTGGCACCGGTGCTTGGACAAACTCGTGTGCACA
TGTGAAAACAAGGATTTTTGTGATGACAACTCTAGCAACGAGACAAAGAGAAATATCTGA
TAGGGAAGGAGTAGATGTTATTTTCAAAGACAAGAATGGGCAAGTGGCAGATCCAAAAAC
AAATGGGCTTCCTAAGTACCCTTATGATAAGGCAATTAAAGGATCAAAAACAGTAAACGA
TCTTAAGAATGATAGACTGAGACCGAATTATACAGGCTATGATTTTGATGTTCTTAAAGG
TGACGGAACGGTGGCTGCTCCTCAAACTACAATGGAAACCGTTAGAGAGAGTTATCAAGA
ACAATAAATTATTTTAAGTAGTGGTCCCCGCAGAATTCGGAATTTAAAGCACGTTAGTGC
ACCAGGGGGTGGATTCCGTGTGAATCCGACCGAAACCGTGCCGTTTCGGATAGATTCACA
CAGAATACGGTTCTTGACGCTTAGCGTACTTTAAAATCCGAATCCTGAAGGGACCCCGAG
CACGCCGGTTTGGATTGCAAGCCGCTACAGTTAAGGCTCTGGACCAGAGATTCCAAAAAC
AGGCGGGAGAAACCGGCTTCATCGATGATGATGCGCTTCTGGCCTATGCCGAAAAGATGT
GCAGAGTGGCAGGCTCAATGAGTGAACGGCAGCATCACCTACCGCTTCAACAACGCGGTA
AGCTGCTGCACATTGAGACCACCACCGGCCAAGCTCGCGCGCATTGGCTCAAAGGCTGCA
AGCATGCGGCGATAACGTGCTTCGGTCGGATGATGTGAGTTCATATCACGCCCCTTGAAG
CGGCTGAAACGCTCCATCTCATCGACCAAGAAGCTGGCAATACTCATTTTGTTGATTTCA
TGATTGCCGTCAAATCCAAGGAATTTCACGTTGGTGGCTTCGGCCATAATGGCGGCTTTC
TGCTCATGGTTGAGCCGTTCGTAGGCTTCCTCAACGAAAGACCACATATCGAGAATATCG
ACAACATAGGACACATCTTGCGGGTCGTCCACATGATCGTGAAAAACCCCCTGCATATCC
CACTTGGGAGCCCAGTAGTGCCCTCCGTAGATGACCTTGGCCAGGAAATTCGGGTTTGAG
TCATGGTTCTCGATATTGAGCGCCTTGAACAAGTCGCCCATCATCAAGATGAGCATCTTT
TCGCCGTCGCTGAAGCGCACAGCGCGGCTTGACCCCGCTGATAGCCCAAGGTTAACTAGC
CTGCGTACAGCTTCAGCCCGTGTTGGTTGGTTGGTTTGCTCGCTGGCCCATTTATCAACC
CTAGATAGTTGCTCTTCATCTATTCGGAGTTCGAACCGCTCAGATTTTGTTGCCATTCCG
TATACCTCTCGTAAGTTACGTACATACGTACGTTTATATACATATTATGTACGTAATGCA
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AGCTCCGATTTATGGGAATGAACCGGTCCTTTTGGAGCTGCGCGCTAGGCAAAAGCTAGA
TTTCCTGCTGTGGATTTTGCCTGGCGCGGTTTTAGTGTACAATATGCACATATTGTACAC
TTTATGGGGGTAAGGCTATGAACCACACGAGCATATCCGACTTTCGCAGCAGGATTAGCG
ATTATCTCGGCAATCTCAGCAGTGCGCCCGTTGTCTTGGAGCGCCACGGCAAGCCTGCAG
CGGTGGTTTTATCCTATGCCGAGTATCAGCACCTCCAGGACCTGGAAGACGCCTGGTGGG
GAGAGCGGGCGCAAGCGGCGCTGGAGAGTGGCTTGGTGGGGCATGAGGAGGCCATGCAGT
ACCTGCAAGGGAAGCTGGATGCGGCGTCTTGAACTGACACGGGATGTTTTGAAGTTTTTG
GATGGGTTGCCGCCCAAACAGTTCAAGCAAGTAGCGGCCTCGATGCTGGACTTGCTTCGG
AATCCAGAGCCACATGACGCACGTCCGCTGAAGGGGTATAGCTATCGTCGGGTGGACGTT
GGGGAGTACCGCATCGTTTATGACTTGCCGGAGGATATGGTGCGTGTGCTGCTGATTGGA
AAGCGTAACGATGACGCGGTGTACAAAGACCTGGGCCGGAAATAGAGGGGTTTACCGGAC
GCTGAAAACTGGACGGGTTGTTGGACAAAATCAGGGAAGGTCGTTTTCTCTACGCCCATC
GTCTTCTCCCTACCAGACAACAAGCTTTAATCCGAAATATGAGGACCGTAATGGTTTCAT
GCGGGCGGATAACACTCAATAACTTGCAAATCATCTGCGAGCGTTGGATCAACGGTGTAC
TGATACTCTTGGAGGTAAACACTGTGCTCGTTCGGGCCGCTGATGATAGCTCCCTAGCCT
CTGCTAACTAGCGCCATTCTTGTGCTTCGGTGACTTCGCTTAGTGCCGCGTGTCGCATGT
GTTACCGTGAGGCCTAACGCTTGAGTTAGGCTACCGTTGATGTGACTCGTTGAATAATTC
TGTGAGGATCAGTTTCGCAACGCCTTCTGCGGCTGGTCCACCATGTGTGCTTTTTGTACC
ACCGCCATCCATGCGCACAGTCATCCAATCGCCATTGTCGATGCTGTAGGCACCCGCTAC
CTCCGTCCCACAAACGACAACTTTGATGGGAGACCAGGACACTGGTTCTTTATGTTTTGC
CATGCTAGATCTCCGCCAGGTCGGTTTTGTTCGTGTGAACGCCTTAAAGGATAATGTAAA
TTGTACTGTACTGTAAAAATGATCTATAGTACATAATAACTTGGGATTCTCAAAGTCTAT
CGGATGAGCGGTCCAGTAAATATGCGACACAATTCTTCAAATTGTCTTGTCGTGTCTTTT
TTGCGCTTCAGAATTATAACAGCCGTTTACTTTTTATCATTTAAAGCCTGTAATTAATTT
TCTTATAGATTGTTTTTTTGTTGTTCCAAGTGGAAACATAGTCATGGTAAGTTGTTGGTA
CTTTTCAAACAGAAAGGCAACTCGGTCAGCATCGCCGATAAACTTCCTTCTTCCATAAGC
TGCATCAACAGCACGATCTAGAGCGTGATGAGTCTGCACCAATGCTGGCGGCATGGCTAA
TGGATCGTAGATATCTGCTAATGATGATTCCGGGAATTGTGCCCGTGCATCCAAGACTGA
TTGCG

10.3 Anexo 3
Secuencia del plasmido pAfPQ510-3

>pAfPQ510-3

TCAGCGTCCTACCACTATTATCGAATAAGTCGAGTAATTGATTGTTTTCATTCATACTTG
AAGACTCTGTCGTTCAGCGTTTGTGATGCCATAGGGTTATGCTTATGAAAAATTGCTACT
CATAGTATTCAAATATCACCTATCTGTCAATGATGAACACACGCTTCAACACGCTGACAA
GACTGTCCAACTTGAACGTTTATATGGCCATGATCGGCCTATGGAGCGAAATTTGAAAGC
CATCTCAAGTGGTCAGAAGAATGACCTACATGACAGTCAACACGGAAATGATTAACATAA
CAGTTAACTCGTGCGTTGCATGATAACGCCGCGCAGAATTGGTTGCTTTTACGTTATGTC
ACTCGCAGTCACCACAGCCTCTGAATAAGGAGAAAGAAATGAGTCTCATAGCAACTGGCT
GGAAAAATGTAGGCGGCACTACCGACAGAGCATGTAAATGCGGCACATGGAAACAACATT
GGCTCAACTTTTCAAAGAAAACTTGGCCAACGAGTTGTTCGGTGGACAATTGCTTCAATA
AGCCGACACTCGGAGCACACGTTATAAATCCTAGAGAATCCGGTGAAAGGATCGTGCCTA
TGTGTGACTCATGCAATAAACTCAGTAACCCATTTTCCTTAAAAAATGGAGTTACCTTAC
TAAGTGCCAATAAATCAGAAACTTGCGAAAAAAAATCATAACCAAGCGGTTGAGCATGAC
GCCGCAAAATAGCGATGCAACGCAAATTTATAGGAAGTGTTCTCATTGACGTTGCAATCT
TTATTACCGACAATCGGTGAGCTGCATTTTGATGCGGCAATTAGGAGGTGCACCACGAAT
ATAATATCGCGGAAAGCCCAAACGATCAGGCTGATAAAACACTTACGATCTCATTAAGGC
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CTGGTGCCCACCGTCCTAGGGATAGCGCGCCGAGACGCAGGGCGGGATGTAGGGTAGATC
GAGTCGAAAGTCCAGGCTGTCATCCGGCCCAAAAAAGCCATTGTAAAAATGGCTTTTTTG
TTACGGTAACAGCCATGATTACAGTCCACCAGATTGATAATCCGCTGGTCCGACCAGCAC
CGAATCCCGTATCCATGCGGGTTTGCGATCTTTGAATAGGGCAGATCTGGCCGCTGCGCC
CAAAATGCGCCCAAGTTCGCCCGAAAAAACCTATCTGCAACTAGTCACAATAATAAACCG
TTACGCAGTAACTAACAGGGGAGGCGTTACAGCACCGCAAGCATCCCCACACCAGATCAG
GACCATCCTGTTTATATCTGGTTCGATAAGCCAGCTTTGATGAAAACTTTCTGAACAACC
CTTATGGATGAAAGCCGCTGTAACTTGATTTTTCTTCTTTTTCGTATTCTTTATCGATAA
GAGATATTGCATTCTCAACATTTTCTGCGTGACAAATGAAATCACATCCTGGCAATCTTA
TAATGATAAAAGAGGTAGATTTTCTCCTTAAAAAACCATCTTCTTCGAAGACTTCAAAGA
TTTCTAGGACTGCATAATTACCACGCTTGTCAATATAGACTTGTAGAGCTTCTATTCTCA
TAATTCTGCACCTTTATATTCGTTTTACGAAAAATACTATGGAGTACAAGACCCATCATA
CCCACCTTCCACACAAATCTCACCACCCCATTCCAGACCCCAGCCCACGTGCCACGCTTC
GCGCCAATTCCACCGCTTTCTCTATGGCTTCCCGGACCCTTCGCTCCACTGTGTCTGCCA
GGCCTTTAATTGCGTCTCCAAGTGATGCTGATCGCGCTCCATGTCGTCCAATCGCTCCAT
CAAGCTGCTGTGCATCGTTCCGGTATCCGCCAAGAGCGCCGATAAGCTGTCCATCCGCTT
TGATAACACCTGATAGTTCCCGGTCATATCGGTCAACCGTTTCTCCAAGCCTTCCACTTG
CTGACTCAAGCGCTGCAACACTTGCACCAAACGCGTCTCTAATTCGGTCATGGGCTTCCT
GCTCCTCTATTGTGCGATTTCTACGGCGTCTTCTTTTTGGCCGTGGACGGTGTCGGTCAT
CCGGTTGTAGTGGATCCGGGGGGCGATCAGGTACCACTTCCCGCCGCTCTGGATCACGTG
GAACGGCGGCGGTAGCTTTTTCAGCGCGGCTTTGATCGTTTGCTGCTTTTTCTCCAGCCC
CTGTAACTGCTGCCATTGCCAACTCGCGTACAGGCCCAATCCGATCAGCATCCCCAGGGT
CAGTACCGCGCCCGTCACCAGGCTGACGATCCACATCCATACCGACAGCTTCCCGATCTT
CTTCAACTGCTTTTCGATATCGCCGATGGTTGTATCCAGCCCTTCTTTCAAGCGCTGCGT
CGAATCGTCCGCGAGCTTGTCGAGCTTCTCTTTCGTCTGATTCACGATCTCTTGATGGTC
CTGCTCGATCTTGCTGCTCAGCTTGCTGCCCAAGTTCGCGGCATGCTTCGGGGGTAAAGT
CGGCTCCATATAAGGCTCCCTTTAAGCGGTATTTCTTCCCCGTGTCCGGGTCCTGAATAC
TGAGATAGTCTTTGCCCTGCCGATTGACCGCTAAACCCGCTTCTTCCAGGGCTTGCACGA
TGTCCTGACGGTTCTGTATCAATCCGGCTTCCAGCCGTTGCACCAGATAGCCGGTCACCA
GGGCTTTGGGGTCCGGCTCGATCTCCAGACCGGCACGCAGTGCTGAGGCTTCCATCAGGG
CACCATGCCCCGGTTGGTAAAGCCGCGCTCGTAAGGGGTCATCCGGCCGTGCCCAGCCCT
TTTCCCAGTTCCAGGCATCCCGTAGGGGATCAAAGGTCTGTTGCCAGCCTGGCGGGGCGG
GGTTGTAGCTTTTACCCGTGGCCAGGTCCACACGGGCCGCCAGCAGATGCACATGGCAGC
CGCCGTTGGATTCTCGATGCAGGACGGCTGTCCAGGCTATCCGTGTCGGATCGTCCAGAC
CGGCCGTAAAAACCCGTTCGACGTCATCCAGTACCCCGGAAATATCGGCATCCGTGGGTT
GATCCTCCGGCGCCCAGGAAACGACGCCGGAACTGTAGCGATGCACGAAGTCCAGGTTAT
CGGCGACCTTGGCCACCAGCTGCGGGTTACCCCGCAATACGGTGACTTCGGCCCGGTCCA
GACCTTGATGGTCCTGGTCCGCCAGCAGATAGGCGACCGCACCGTCCGTACTGCCGGTGC
CGTGATTCAGGAACTTGATGTGCATGTGTCCAAAATCTCCTGAAGTCGCCGTTCGGTTTC
GACCAGCATCACCAGAATGGCGCTGGTGGAAACGTCCACGTCTCGGCTGTTCAGGGAACG
GGCAATTTGGTTGAGGTTGTTGCCGGCATTGGCGACGGCGCGGACCAGTAAGGGGTCTAC
TGGGACTACTGTACGCAACTTGGGAATCTTCCGGGGAGGAAGCTTGCGGGTGATAATCGG
GACCTTGCCGCCTACCGATACCTGCGACCGTACCCAGTCGGAAAGCGATAGGCCGGCGGC
CTCGGCGGCGGATCGCCAGGCGTCCGCGACCGCTGCCGGTAGGCGGAATGATAGGCGCTG
GTCGAGAACGGTCTCTGGGGGCATCGGGTACTCCTCGATATTGCCGCTTTTCGGGGGTCA
AGGGGGCGGCGCCCCTTGCCAGTCTCCGGCGGATATGACGGCCCCTTGGGGGCCGGAAAT
GTCCGACGGGTAGGCTGGCTATTCACTGTTCGGCTTAAATATAGCGCGGCGACTCTGGAT
AAACAAGCGGTTGTGCTCGGGATTCAATCTGGATACCACGGGTCCGTTGGGCAGGAATCT
TGTTTGCCGGGATCGGGCTGCATCCATAAAATGGGCGCCATGGATAAACTCGCTATTCAG
GACCGGGACCGCATTCTTCAGTGTCTCCACGCAACGCCTATGACCGTGGCAGCAATCAGC
AAGCAGCTACATCTCAGTACCGCCCGTGTCGGTGGGATCATCCAAATCCTGGCAAACAGC
CACCAGATACACGCGCCACGTTGTACCACCGGACCCAATGGAAACCCGGTGAACCTCTGG
GAAATCCATCCGTCTCTGAAAGCTCCGGAATGAAGGCCTCGGCCCAGAAAGTCGCGGCGT
AGCTTTCTGCGGATAGGCGTCCAACAGGGGGATGTAAGCCCAAACCGCCGAAATTTCCGT
CTGTATCGCCTTAAGGTGTTTTCTACCGTAAGACGAGTCCACGGTGTATATGTGTTTACA
TCTATTTGGCACCCTCATTCTGATTCTATCTTAACGAACGTCAAGATCATACAGTAGGAT

140



TTTCATTGGGTTACGCTGTAGGCGGAATTTTCGGCGGTTTGGGCTTACACCCCCAACAGA
TAATTCAGACAACATTCAATTGTTACCGTAACGGGGCAATGTACTCGCCCCGCCCGCTGG
CCAACCAGGACATAGGGATTTTTAGACCAGAGCCGTCATGTTGACGGCAGCCCCGCACGT
CGCATCAGTTCCTTGAGCAATCCCTGCAAGATAGCGCTTTGTCCTGGATAGTCTCGCGCC
TTGCGATAAGCGATGCCGATCTGTTCCAGTAACGCCGTATCGGACAACTGGGACTCATCA
GAATCCGCGCCCCAGACCAGAGCATGATCTCTTTCCCGCTTGCGTCGTTGTCGTTCCGCA
TTAGTTTGCACCATGATCTCCTATCCGATCCGTTACGGTAACAGAAGCCTACACCGTGAC
AGTAACGGTTGCAAGGTGGCTTCACAAAGTGACCTTGTGAAGCACAGCAGAACCAGAGGG
AGAATCCCGCCTTAAAGGCCCCGTATTTGTCCTAAAACAGACGCAAATTTCATTCTGGTA
CATTCCCATCACCAAGCTACCAAAAACGCGTTCTGCGCCAAATTTACCCGCTTTTTGGAA
AACTGGCGGGGGAGCCGCTGCCGTAGGCAGTGGGGGACGCAGTCCCCATAGGGGGTCGAT
CCGGCGAGCCGTAGGCGAGGACAGGGGGACCAGCAGGGGCCCCGCCGGEGGATGTTTGCGC
CCGGCGCCGTAGGCGGCAAGTGGGCGCTCATTATTGAATGCTATGCCACTGGTTGCGCGA
CGCTATGCCACTGTAAAAAATCTGGTGGTACTCCATTTGCGCTTTTCAAAAGTTATCCAC
AGGCAAGATCTGGTAGAAAAAAGGTAGAAAAAAGGTAGAAGGAAAAAAATGCCATTTTTA
TTCAATAACATCAATTAGTTGTATTGGCCATGTGGAATGCTATACCGATAAAGCGGAATG
CTATACCGATAAAGCGGAATGCTATACCGATGGCGGCGGAATGCTATACCGATGGCGGCA
TCCACAAGGAAAGCTGCGGCTTGCCCTTAGTACTGTCCTCGATTTTGTGTGCAGTGATGA
CATCTAGTCGTTCCAGTTCGTTGCAGGCTGCGTCCAGTGCTTTTCTGAACTTTCGCATTG
GACTAACGTACTCCATCTTGGCTTTAAGCCAGTCCAATGCATACCACTGCACCGAGTCTG
CAGATGTAGCCACTAGCCGCTGCAAGGTTTTAGCCATATCCTGTCCACGTCCGATTTGCA
TCCGTTTGTCCCAGTCGATCAAACTGTATTCTCGGTTACCGAACATCTGTACCCAGCGCG
GATCTAAGCTATAGCTATAGGTTTCGCCCTCGTCGTCGTAACTGAATCCCATAACGATGC
GAAAAGATACCGTTTTGCCGATACTGTATCGGGTCGAGCCATCAGGCTTCTTGGCCTCAA
GGAACAGGGTAGCCTCTGTCAGCGCCTTTATACGCCGATGCAGCCATTCGTATTGCTGTT
TGCCTGTCCCGCGTTCGAGTTTGCGAAGCAGTTCAGCGCGGTTGAGCGGTACGGAAGCGC
CAACTGGGAATGGTTGGGCGAAGGCAATCAACGCCATGATGAGGTCGCCGTCAGCCTCAT
CCAGTTGTTCCCCTGTGTACTCCAGCACGCAATCCTTGCGCGTTACCATCGCAGCTTGTC
GATGAAACTTTCGACGCCCACGAGCGATAGGCGCGATGAGACTAGAGCGGTTCAGATGGT
TAGGGAACGCCCCTATGTCAAAACCCGGCAAAAACATTTGGCGCGGCGTCTCGGCTGCCT
CTTGTTCCGCCTGTACTACCGCTTCCGCCGCTTTTTGCCTGACCCATTCAAACGGATCAC
GCCGGCTTTTGGTCTCTCTGTTTTCAGCCGTTTTCGATGGTTTCATTGCTCAACCTTGGG
CCATTGTTGCGCCCCGTGTAAAAATCGAATCACTTGGACCTCGCCCGCTTCATCCTGAAT
CCGGTACACCACGATAAAGGGCGTACCAGATACCACCAGCTCACGGGTGCTGCGCACGCG
TCCAGCCCGTCCCATCCTTGGGAAAGTGCCCAGCCGAGCAACCGCGCTGGTAATGGTTGC
GTCCTGCTCTAGCGCGGCCTGCGGCCTGTCCGCCGCCACAAACGCCATTGCATCCTGATA
TTGCTGCCATGCAGTAGCGGACCACTTCACCACAAACGGCAATACCCATTTTCTGCTGTT
CATGAATCGCCGTTTTCGGTTTGCCTGACAAGGTCAGCGCGCCACTGTGCGCGGTCGCGC
TCGACGGATTCATGGGGAATCCACTGCGTAGCCGGGTCATCGGCTTCTTTCAGCCCCATT
TCGACCTGTTCCCGAAACCAGCGGTCATGCTCGGCAGCGGCAAAAGCGTTCCGCATCCGT
TCAGCGGCATCCGGTCGGGATTTGCCGGGGAGGACGCTTTCGGCATCGTGTTGAGTGGCG
TCCAACAGATCCACCTTGACGATACGCAGTTCATCCCGGAGATACCCGACACACGTATCA
AGGCTGCGCCAGAGACGGGGCTTGTCGGCGCGCTGAATCCCCAGCGGTCTTTCTTCCGTG
CCGTACTTGAGCATGATCGACCAGCCACCCGGCTGACCGATAATGGCGGCGCCCCGGAGA
GCGCGGGCTTCGACCAGGCGCTTGACGGTGGCTGTGTCGATGGTGTGCGTAGTCATTTTT
TGGTAATCCTCGTAACGACCATTCAGAAAAGTCACTATACTCTGCATTACTGATAATTTC
TGCAAGCCTGCATCGAATGTACCGGATAAAGACTTCACATAAAATCCGTTATCGGAATGG
CGGAGGCTTTTTTCCAGTCTCTCCAGAAGTAGTCGCTATCAGCCCGACACAAAGCCGATA
ACCCGCTTCTTGCGTTATGAAACAGGTTATAGTACATCGTGTGAACAATGTATTACATAA
CAGAGGACATCCTGTGACACTCGTCAGCATCTCCGAAGCGGCCCGCCTCACCAGGCGCAG
TAGAACGACCATATATCGTTATCGTGATGAGGGAAAAATCAGCATCTCTTCAGACCATCA
AGGGAATCCGATGATAGACACTTCGGAGCTTATGCGCGTTTTTGGCCCAATAACTCTGGA
CATAACAGGACATTCACATGAACAGCATGATGAACATTGTGTAACAGATGAAAATGACAC
CGTACACCCCGGTAAAACAACCGAAAACGCCCTGCTCAGGGAGTCCGTCAGGCGGCTTGA
GACAGCGTTAGAAGATGCCAAACAGCGCGAAGCCTGGCTACAGGGCCAAATGGAGCGATT
AACCGTTCTACTGACACATGCCAACCCACCCAGCCAAGCGCCACATGCGCCGTGGTGGAA
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GTTCTGGTCGCAATAAAGCCAAAATCCATCTATTCTCGAAGCCATATGTGAGAGAGGGCT
GCACATGACTACGGAAAACAACACAGAAAATCTTGTTCTGGAACACTTGCGATCAATACG
CAATGATATTACCGCATTTCGTAGCGAGACGCGGCAGAGATGAATAATGTTAAGCATCGT
TTGGGGCGGATCGAGGAACAAATTGTCGGATTGCGGTTGGATATCGTCGGTGCCTAAGAG
GATACCTATCGCCAGCAAAACCGTATTGACGAGATCGTTACGCGCATAGACCGCATCGAG
CGCCGTTTGGAACGGTCCTGAGCATACTCGGCCCTCAAATCAGGGAGACAAACCATGGCA
GAAGAAATCGAAAACCTCATGCTGGAACACTTGAAACGCTTTCAGTCCATACTGGATCGC
GTCGAACGCAAACTGGACGACCTAACCCGTCGCGTCGGTAATCTGGAATCAGGGCAAGCC
AATATCATCCAGCATTTAGGGACGTTGGCCGCCGCTGATGCTCAGCAGCAGCTCACATCG
GATGGATTCAACCAACGGCTTGAGCGTATCGAGCGCCGCCTGGAACTGTCCTGAGCCGGC
AAAAATAATCGGCTCCTGCTTTTTGTCTCATAACAGCCCAATTCAGGCAGGAGCCGGGTC
CATCTCAATCAACGGCCTATGGGCCTGGCTAGCCCTACTCACGAGACAGAATGATGCATT
CTGTCTCAACCTGTAGGAAGATCACCCCATGATATCTGACTACCCCTTTGTTACACTGTG
CCGATAGCCGTCTAATTTACATTATGTGCTCTAGCATCGGTATCGACCGTCCATGATCTT
CCTCAGCCACACACGCGCAGACAAACCCGTAGTAGAAGTAATAGCCCAACGCTTAGCAGC
GGTTTTCGGGCAAGAGAACGTATTCTACGACAGTTGGTCGATCCAGCCGGGCGATGGAAT
TATAGACAAGATGAACGCTGGTTTGACGGAGTGTAGATTCTTCTTTTTATTTGTCAGCAA
GCAAAGCACCCTGAGCGGTATGGTAAAGCTTGAGTGGCAGAACGCCTTGCTGAAAAGCAC
GAAAGGTGAAACAAAGATCATCCCAGTGCGGCTAGATGATGTTCTGCTTCCAGCTGTTCT
CTTGCAGACACTTTATATCGACCTATTTACGCAAGGTTTAGAAACAGGTGTCCGGCAAAT
GATTGACGTTACCTCCGGGCGGAGTACATATCGATCGAGTGCTGATCCTTCGTTCCAGAA
TGTCCGTGCTTATCTGTCGCGAATTCCGGGAGCAATCACCGTCGAGTTTCGGGCAGAGGT
GTACATGGAACCACACTCCAGATATTTGGTTCTTCTCGGGAACACAAAAGACGAGGTGTC
ATGGAGCGCTATCAGGGAAGGACAGTATGAGAGCGGGTTCAAGAGCAATATTTCGCTTGA
TGATGGTCGGGTCGTGAATGGGCTACTTATGGCCCGTCATTCCGCAACGTCGCCAGGTTT
TCCATTCATTACCGAGGTTAAATCCAAAACTGGCACAGAGATAAAAGTCCTTGGCGCAAT
GCGCTTTGCTGCTCACGATCAATTAACCAGCATTCCTGTCATTGAGCATGAAGCACACAA
CACTGCCTTCAGCTGAAGGCGACGTTATTTTTTGGTTACGCCATGACTAAGAATTTGAAG
ATTGAGTTTCCTACCCAAGGCTGGAAGCAGCTCCTTACATCGAGAAAAGAGATGCTTGAT
GCCTATGACAGAGCGCGAGAAAAAGCCAAGTCGCACGAAGTTGAAACCTTTCACGGAAAG
GTCGCAGAGGCCGAATTTAGGAAGTGGCTCTCAAGCTTTCTCCCAAAGCGGTATGGCGTT
ACGTCAGGGTACATCGTTTCGCCCGGTTTAAAAAGCACAGATAAGACGCCACACTTCGAT
GTAATTATTTACGACCAGCTTGATTCGCCTATTCTTTGGGTTGAGGATTCTCCGGATGTT
TCATCACCAGGACGTTCGCTCGCTATTCCTGTTGAGTACGTTCGTTGCGTCCTTGAAGTA
AAATCTAGCTTTTCGTCTACTTCGGTCGGTGAAGCAATCGAGCATTTGAAAGATCTATTA
CCCTTGATGAGTGGTCCTGATGAGCCACAGGAGAAATACAAACTTCATCTTCCGTCTTCT
TTTTGCTGCGGACTCGTCTTTTTTGAGCTTCGACAGGTTGACCAATACAGCGAGTCTGCG
ATGAATAAATTGATTTCAGCTATTCAGTTACGTAATTTTTTGGGTGGCATCATTCTACGT
GGCGAGGGACATATCAATGGCACAACAGGGAAATTGTCCTTACTTCGCTCCGAAACGCCG
ATTAACAGTTCGATCGGCAAAAACAAGAATTCGTTACTCAATCTTGGCATGTCGGAGTCA
GTTAAAGTCGCAGATACTCTTTACCTTAATTCGATGTTGATGTGGATGGAACCTTACTTC
TCTCAGTTCGGTTTTGATCTCATAGCGATGATGCAAGGCACCTATGAGGTAGGGCGCCTT
TCAAGTTTTTATGGAATGGGGACTTCAGAATGGGACCATCGGCGTCTGTCAAGGTAGATA
CCGTCACTCATTTCTTAAGTGACCTTTTTATCCTGCCGCTGTGGGTTCAGATTTACCGCA
CCGATCGGTGTCCAATTGCGTGTGCGGCCTGACCAGCGCCCTGGATTTCTCGCCTTAGCC
GCCTCATAGAGGTCATGGCGCTTCGTCAGCAGTGCATAATCCTCGCCCCGGTGAGGATGG
GCGGAGGCTGCGTTATAAATAGTACCAGTTATATCTTACCTCCAATCTCCGTAAACGACG
CGCGCTTATGCTACCTATAGTCTGTCGCCTTATAGTCGTCATTTATGGACAATATCAGCC
TGATACGTTAGGGCTTGAGCATGGTCAGAAAATCGAGCGACTCTCTCCGCGCTGTATTAG
CTGAGAACATCAAAACTTTTCGTCGAGAAAAGGGGTTTTCCCAAGAGGAGCTGGCAGAGC
GATGCGGTTTGCACCGCACATACATTGGCTCAGTTGAGCGCCACGAAAGAAACGTCACAC
TCAGCACGCTTGAGGTTTTGGCCGCAACTTTGGGCGTAACAGTTCCAGAGTTGCTTATGA
GTGCGAAAGCCCATCGAATAACGAACAGAAGGGAAGGCTTGAGTGATCCTTTCTGAAAAA
GAAATTCGCGAAATAGTTGAGACGCTACGCCGACTTACTCCGACGCAACAGGATTTGGTC
AAATCTATAATTCGTGCGTTCGGGTCTGACTATCAATTTGATCGCGCTCCAGATTCCGAT
GTAGTAACAGATACCGTCCTAGCTTCCCTTGGTGATCGGTTGTTGAGCCACCACGCGGGG
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AGTAGACAGGCCCTGAGTAAAGATCGATTCGAGTTTGCGTTTGAGTCCGCATTAAACGCG
TCCGGCATTACGGCCCAACTCGTGAAAAGCCGGACGAACCGAGGTCACGATATTACCATT
CGAGGAATTCCGGTCAGCCTCAAGACAGAAGCAGCAGCCAATATCAGCGACGAATCAATA
CACGTCAGCAAGTGGATGGAGCTTGGTCGGGGCGAATGGAAGTTGCCTCTGCTTCTGGAT
TTGTTCCTTGAACACATGCAAAGCTATGATCGTATCTTCACGCTCCGGCGGCTAAAAGAT
AACGGGACCAATATCCGCTATGAACTTGTCGAGATTCCCAAAGAACTTCTGCTCGAAGCG
GCGAGCTGTGAACTAGAGGTATGTGCCAACAGCCGACAAAACCCTCAGCCCGGCTACGGC
TATGTCAAGGACACAAATGGACTGCTCAAGTACTCGCTGTATTTCGATGGGGGCACAGAG
CGTAAGCTCCAGATCAAACACCTGCGAAAAGACCTTTGCAAGGTACATGCGCGGTGGATT
TTTGGCTCAGCGCCCGCGTGATAAACGCTCGCGCGCTAGATCTGCATACTCCTCATTCAG
TTCAATACCAACACACTCCCTGCCCAGTTCATTACAAACAACGCCAGTAGTTCCTGACCC
AAAGAACGGGTCTAGCACCCGGCCATTCTCACGGGAACCTGCCGCCACACAGAGGCGGAC
AAGAGCGCGCGGATAAACCGCAAAATGACCGCCAGGATAAGGCTCAGTATTAATGTTCCA
AACGGTGCGCCTGTTCTTTGACTTCTGTTTCTGGTCCGCCGCAGGCTCCATGATCGCCTG
CCAGTCGTAGTAATACTTCTCCGACTTGGAAAATAAAAACACATACTCATGAGAACGAGT
TGGACGATCCTTAACACTTTCAGGCTGGCAATTTGGTTTGTTCCAGATCACGTCCGTACG
CAGATACCAACCATCTTCCTGAAGAGCAAACGCCAACCGCCAAGGAACGCCAATCAAGTC
TTTCGACTTCAAACCGTCGGGCGTTGGGGCGCGATAGGCCATTGCCCGTCCCTTATTCTT
CGAGTCAGCATCCCGCCAAGTCCGACCCCCAGATGTATAGCTGTCACCAATATTCAGCCA
CAAAGTGCCTCCATCAACGAGGGTGCGCCGAACCCCTCGGAACAGGCGCACAAGGTCTGC
AACATACTCATCAACCGTAATTTCTGCACCTATCTGCCCGTCGATGCCGTAATCCCTCAA
TCCCCAGTACGGTGGCGAAGTCACAGCGCAATCAAAATGCCCTTCGGGCATCTCGCGCAA
GATTCGACGCGCATCACCCACGATAATTTCGCAGCGATTCGTGGCTCTCTCGGCTAGTTG
AGTCC

10.4 Anexo 4
Secuencia del plasmido pAfPQ506-1

>SPAfPQ506-1

GAGTCATGAGTTGCTCTACGTTCATTTCGTCTACTCCTCTCTGCTCTATGCTTATCGGTC
CATCGGGTCCGATCACCACGGTCACGACGCCAGATTCAGGAGCGATCGCAAGCGGTCTAT
GCCCACCGGCTCCTCTGCCTGCATGGGTACCAGGGCGATGCGTTTGGCGTAGCGGGTACG
AACCGCCTCGATCTGGGCTACCTCCAGCGCGGCGCGCTGCTTCAGCAGGGGGGACGTAGT
AGGCGCCGCCGCCAGGCTGTTGTTGATGACCCAGGCCCACGGCTCGATGCCTGCACGACG
CAGATCTTCCTGCAACTGCGCGGCCTCCAGGACCGGAGTGGGTTCCGGCAGGGTCACGAT
CAACACCATCGTCCGTTCCGGGTCCTGCAACTGCATCATCGGCGTCGTGTAATGCACCTG
CGGATCGACGAGGTGGCGGGTCACTTCGTGATGATAGGCCCCGGTGGCGTCCAGCAGCAG
CAGGGTATGCCCGGTCGGTGCGGTGTCCATCACCACGAATTGCTTGCCGGACTCACGGAT
GACGCGCGAGAACGCCTGGAACACCGCGATTTCTTCCGTGCAAGGCGAACGCAAGTCTTC
TTCCAGCATGGCACGGCCTTCGGCATCCAGGTCTTGGCCTTTGGTGTCCAGCACCTGTTG
GCGATAACGCTCGGTCTCCAGCTCCGGGTCAATGCGGCTGACTTCCAGATTGCCCAGCGA
ACCGGCCAGCGTGTCGGACAGATGTGCGGCGGGGTCGGAAGTGGTCAGGTGAACGGGCAG
GCCACGTTCGGCCAGCGCCACCGCCACTGCAGCCGCCAGGGTGGTTTTGCCGACTCCGCC
CTTGCCCATCATCATGATCAGGCCGTGACCCGTTCCAGCGATCGCTTCAACCAGCGTCGA
CAACTGCGGAAGGTCAACGCATTTGGCGGGCGCACCGCTACTGGCGGGGGCGCTCTCGETT
TTGATCAGAGAACAGACTGCACAGCGCCTCGACGCCGACCATATTGAATGCCTTGAGCGG
CAATTGATCGACAGGCAGGTCGCGCAGCGCGGCGGACATGCTGGCTATGGACGCCTGTTC
GCGGTGCCGTATGGCAGCGGCCAGCGCGTCGTAGGCGGCTTCCTCTGCCGGCAGCACACC
GTTGATGACCAGGTTCTGCCGGGTCAGGCCGGTAGCAGCCAGTTCCTGGTGGGTGCGTGC
GACCTCGTCCAGCGTGGTTTTCTGCGCGCGGGCGACCAGTATCAGGCGCGTGCGTTCGGG
ATCGGATAGCGCCTTGACCGCTTCGGCATAGCGCTGGCGTTGCTTTTCCAAGCCCGCCAG
TGGACCAAGGCACGACGCGCCTTCCGGATTTTTCTCAATAAAGCCGCTCCACGCGCCGGA
CAATTGCAACAGGCGGATGGTATGGCCAGTCGGCGCCGTATCGAAGATGATGTGATCATA
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GTCGGACGTCAGTGTCGCATCGGTCAGCAAAGCGGTGAATTCGTCGAAGGCCGCGATTTC
CGTGGTGCAGGCTCCGGAAAGCTGTTCTTCGATGCCTTTGACCACGTCGTCCGGCAGAGC
GCCGCGCACTGGACCCACGAGGCGCTCTCGGTACTGTTGTGCCGCCTGTTGCGGATCGAT
TTCCAGGGCGAATAGCCCGGGTACCGTAGAAATGGCCGTGATTTTGTTCCCGATTTCCTG
ACTGAATACCTGACCGACGTTGGACGCAGGGTCGGTGCTCACCAGCAAGACCTTCTTGCC
CAATCGAACCAGATGGATGGCCGTGGCACAGGACAGCGACGTTTTACCAACGCCACCCTT
GCCGGTGAAAAACAGAAAGGTGGGTGGGTTTTGTAGGAAAAGCATGTTGAAGCCCTCTTG
TTGAAACATACGCCAATGATGACCCGTTCAGCAGGTGCCGCTGCCACCGCAACAGCCGLC
AGAAGGGCTTTTAATGGCTGGCACCGCCGCCAACCCGGCCCAGCGGACCAGTTCCTCACG
GGTCGGATAACGCCCGGCCAGGGCGATCTCCCCTTCCACCAAGATCAGCGGCAATGCTTC
GGCACCGGAACGATCCAAAAACTGTTTCACCACCGAATTGTGGACAAAGGCCATGGGTTC
CTGGCTGAGGTTATAGCGTACCAGATCGATTTCCTGGCCTTTCGCCCAGTCCGCGTCAGC
AGAAAAGCGTACCAGTGCAGGATCTATGGTCGGACCGCATACGCCCGTACTGCAGCACAT
GGCGGGATCATAAACACGGATTTTGGTCATGATAAAGTCTCCTGAAAGGATGGGTGCCGT
CTGAAAAGTTACTGTTCACCGATGCGCGCCAGTTCGGCTTGAAGGGCCACGTCGCCACTG
GCTTCCCACTGTGTCCAGGGCAGGGCCAGAAAGGCTTCGATCCGACGACGCAGGATCTGG
TAGGCGGTGGTGAAGGCCGCTTCGATCTCTGCCTCGCTACCTGTTGCCTTGGCGGGATCT
TCCACGCCCCAATGGGCGCGGATCGCTGGTCCCAGATACGCCGGGCAGGTCTCGCCGGLG
GCGCTGGCGCAGACGGTAATGACGATGTCCGGAGTGATGGTGAGGTCATCCCAGGACTTG
CTACTGAGCCCTTCAGTAGAAAAACCCTCTTGCTGCAGCAAGGCCAGCGACCGGGGATGG
ACGTACCCGGCGGGATGGCTGCCCGCACTGACTGCGTGCATGGCCGGTCCGGCCAAGGCA
TTGAAGATGACCTCGGCGAGAATGGAGCGGCAGGAGTTGCCGGTGCAGAGGAACAAAATT
TCCGGTTTTTTCATGGCAGATTTCCTGGTGGGACGATAGGCGATGTGGATACTTCAGTAC
GCGTTATGGCGCATTCCTGAGTACCGCGGCAGCAATTTTCGGTGAGATAGGCCACTAAAG
CGCGAACTACAGGCATGGCCGCGCGATAGCGTTGGTAGCGGCCCTCCCGCTGCACCGTGA
TCAGTCCTGCATGCTGCAGTGACTTGAGATGAAAAGAGATGCTGTTGTGCGCCTGGCCCA
GATGCTCGGCAATCTCACCAGACACCAGGCCTGCGGGTTCCTGCTCCACCAGGAGCCGGA
AAATATCCAGCCGCACCGGCGACGCAAGTGCCTCCAGGCAGATCACGATCTGATCCCTTT
GTTCTGTCGTGTCCATAAGCCAACTCCCAAACTTTCGTTGAAGTATTGACAAGAACCAGT
CGCTCGTCAAGACTACGAGCCAAATCTTCTGCGGAGTAACCGATCCATGCTGGCGGTACT
GATCTTTCTGGCAACGTTGATATTGGTGATCTGGCAACCCAAGGGGTTGAGTATCGGTTG
GAGTGCCATGGGCGGTGCGGTACTGGCGCTGGCGACTGGCGTCATCACCTGGAGTGATAT
CCCCGTGGTCTGGCACATCATCTGGGATGCCACTTTTACCTTTGTGGCGCTCATCATCAT
CTCGCTGATTCTGGATGAAGCGGGCTTTTTCCACTGGGCGGCGCTGCACGTGGCGCGLCTG
GGGCGGCGGGCGGGGGCGACTCCTGTTCCCGCTGATAGTCATCCTCGGGGCAACCATTGC
TGCGGTCTTTGCCAATGATGGCGCAGCGCTGCTCCTGACCCCGATCGTGATGGCCATCCT
GCTGCAACTGGAGTTCACCCCGGCCGCCACTTTTGCCTTTGTCATTGCGACGGGTTTTGT
CGCCGACACCACCAGCCTGCCGCTGATGATCTCTAATTTGGTCAATATTGTCAGCGCCAA
TTATTTCAATATTTCGTTTGATCGCTATGCCCTGGTGATGGTCCCAGTGGATCTGGTGGC
GCTGGCGGCGACGCTGCTGGTGCTCTGGATCGCCTTCCGGCGGGTGCTACCGCAGCATTA
CGGCACTGCGCATCTCCCGGAACCGGCAACGGCGATCAGGGACCACCTGGTGTTTCGCGC
CAGTTTCCCGGTGCTGATTTTGTTGCTCATCGCCTATTTCGTCACTGCGCAGTGGCAGGT
ACCCGTCTCTGCGGTCACCGTTACGGGTGCCGTGATTCTGCTCGCCCTGGCGGGCCGCTG
GTTTCAGGGTGGGCGCGGCGCGCAGATTTCCGTACGTAAGGTTTTGCAGGATGCGCCCTG
GAAAATTGTGGTTTTCAGTCTGGGCATGTACCTGGTGGTATATGGGTTGCGCAATGCCGG
ACTGACGGACTATGTGGCCCAGGCCCTGCACTGGTTTGGCACCCATGGGCCGGTCGCCGL
CGCACTGGGTACGGGTTTTCTGGCGGCGTTGCTCTCATCGATGATGAATAACATGCCGGC
GGTGCTGGTGGGCGCGCTGGCTATCCATCACGCGTCTGCCGCAGCGGACCCCATGGTTCG
CGAGATTATGGTCTATGCCAATATCATCGGTTGTGATCTGGGTCCCAAGGTTACCCCCAT
TGGCAGTCTCGCCACCTTGTTGTGGCTGCATGTGCTGGGTCGCAAGGGGGTCACCATCAC
CTGGGGCCAATATATGAAGACCGGACTGCTGATCACACCACCGGTGCTTTTGGTGACTCT
GCTGGCACTCGCCTGGTGGTTGCCACTGGCTTGAAAAAACCCTTTCCCATCCTCATGTAG
CATGACATGGAGATGTTGGCCCTATAGGGGTCCCTTGAGAATTCGGAATTTCAAAGTACG
CTAAGCGACAGGACCCTGGTTCTGTTCTGAAACTGTCCGAAACGGTTCCATTTTGGATGG
GAGATAAAACGGTGTACGAAAGAATGAAAACAGCATTCTGGACACGCGCCACTATTCGTA
CACCATTTTCGGTCGTGGTAGGCACAGCGTAAAGCTGGGTGAGTTTAAACAAACGGCTCT
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AAAGTCCCACAGGATTTACAAGATTTAGTAGGCATCCACAGCCCCAAACCCGCCAGAACC
CATCGCTTCGCGCTATTCCTTGTGTCCCAGTGTGGTATACCCTGTAGAGACGCCTGTCTT
GAGACACTTTTCTGCCTCATTGATGTTGCTTTTCCCTATCTGGGGTCCAGTGAGAATTCG
GAATATAAAACCCGTTAAGGATTGCTCAATGCAGCACTGGCGGGCGTTTCCCGCTCATAC
TTCATCAGAGTTCCGCCTTTTGTTTTCTCGAAACCCATTGCCGACGGTGCCAGGGCTGCG
AGAGCGGGTATCGAGAAAGGCGATGGCATTGTTTGCAGGACAATATTCTCGTTTCCGGTA
GCTTCTGAAAAACGACCGTTTGCGAGAAGCCAGACGCTACCTGAGGTTTACCGTACTCTG
CAATCCGAATTCTGAGGAGGGGGCATGCATGGCCAAGGGCTGCCTCCTAGTCTCGGTCTT
GGCTGGGGCCAAACAGTACGGCCTGCCCCTACCCTCAGCCGGCTTAACGGGTTTTATATT
CCGAATTCTCACGGGACCCCTATCTGCAACAGACTGCTCCTGTGAATAGTCCGATGCTGC
TAACAGCTCAGCCATGGTATAGCGCCCCCGCGCTTTCCGTTCGACCACGAGCCGCCCGTT
ATCCACCACCAGACCGACGGTTTCCCCTGCAGACAGGTGTAAGACATCCAAGAGTGCCGG
GGGGGACGGCCAGCATGACGGAACCGCCCACTTTACGGAGATGACTCGTATACATGATAG
AACGCTCCTCTTGAATTATATCTAAATATAACTCACAAAGCCAAACTCATCCAGGCCCCC
AGTCATCATCGGGGTCACGGCACTTCCCTTTACCGGGCTTCGGCATGCTGATTGGCTTGA
ACGGCAACGGTTTCCGCAATCCGCTTACTTCTTCCTCCCTTTCGTGCGCTTCCCGCTCCG
CATTCTTCTGCGCAGCCTGTGCCAACGCTGAATCCGAGATCGAAAACCCTCGCTTCAATG
CGGCTGTCGCCATTTTTAGGCGGAAGTCGTCCGAGCCCTCGATCATTAACTCCGTCCAGC
CCTTGGCTTTCGCCAACTCCAGCATAAGCGGAATATCCCTACTACCAGACTCCGCTTTCA
CAATGGCGCCCGTATCAATGATCTCCCTGCCCTGATTATCCCTGACATTCAGTCCACCCA
GGTCAGGACGCATCCGAATATACCAATTCTGCTCAACGGCCCGCTCTGCGGTTGCCATCC
CATAGCGCTCTGCCAGCGTTTTTTCCCGCCACGCCTGCCACGGCGTCTTTTTCTCCCCCC
GCACCGCTACAGCGTCCGCTACCATGGGTGCCCACGGTTCCGTGGTGCGCCAGGAGCGCT
GTGCGGCATCGACGTCATTCGCCTCCCGCCGCTCCTGCAGCGCGGCTTTGACCGTCGCCT
GCGCTTCCGGCAGATCATTCGGCGGGTAGACCCAGATCCGGCGACCGTACTCTCCCCCCT
GACCATCGGGGACGCGGCGCTCGACCTGTTCATATCCTGCTTGGCGGTACGCCTGACCCA
CATCCAAGTCGGTTTGGGTCCGCAACTGCTCGGCCAATGCCAATAACCCCCTCTGGCGGG
CCTTCCTGGCGGCATCGGCGGCCTGACGCTCCCGCTCCAGCCGCAGATCCCGCGCCGLCT
GTATCCGCAAAAGACGCGCAGGGGCCTCCCGGAGACGGGTTTCCCGCCGGGCAATCTCCG
CCGCTTCCCGCTCCGCCGCCCGCCGGGCTTCAATGACGGCCTGGCGCTCGGCCTTGGCCG
CCTCGAAATCCACCACCATCGCCGCCCGCTCCGGTGCATTCTCTAACCCGGCATGGGTCA
GCACCCGCCCTTTCTTCGGCTCCGGGGGACGGTCGAGGGCGTCAGCTTTATCCGCGAACT
GCCGCGCCCAGATCGGATCTTCTTCCTCCACCGTGGCGGACATATCCAGATATGCTTCGC
GTTGCGCTTCCAGCGTGCGATGGTCGATCCGGGCATCCACGCCCGCCTGCTCCAGCGCTT
CGTTGGCCAGCCCCTCCCAGAGAGGACGCACACGGTCGGTCCAGGTGGATGCGGGCACTA
CCTGGTCATCAACGTCCTTGTGGCCGGGTATCGGCAGGCGCTCGCGGGTCTTTCGCGCTC
CGGGCACCTTGGCATTGGGCTGCCTGAACAGCGTCTCGGCATCACGCTCCACGCCATCCA
TGATGCGGTCGGATAGCAGGATATGGACGTGCCGATGCTCGGGGTGGGCGGCGTCCTGCT
GGTGTATCGCCAGCGTGTACGGCGTGACCCCGCCATCCACCGTGGCGACTTCCTGAGCAA
AANACCCGCGCCAGCGCTATTTGCTGCTCTTGGGTCAATTCCTCGGGGAGCGCGACTTCTA
CCTCTCGATAGGTGCAGCCGTTCGCCCGCTCGTGGGCATCGCTGGCGTCCCAGAAACGGG
CGGGGTCCGCTGCGGCCCAGGCGGGCAGGTTGCCGGATTCGGCATGAACGAGTTCGGCGC
GCTTGTCGATGACGATCTCCCGTACCGTGGCCCCATCCTGCTCCCGCTCCCGGACCTTCG
CATAGCACCCTTCCCGCAGCAAATAACGCGCCTTGCCTCCGGCACCCTTGCCGCTGCTCT
TGCTGCCACTGCTGACGTGCAGGTGATAAATCGCCATACGCTCTCCGGGGTGCATGGGCG
CAGCCCTTGCCGTGCTCATGTCCGTAGGACATGATTAAGCGCGCCTGCTTTACAGGATAC
GGCAGGACGGCTCCTTGTTGTGTAGGCATAACACATTCGGTTAGCATGCCGCAATAGGGC
GGATATGGGGGTCTCATGGCAGCGGCTATCGAAGAACGCATGGCGCGCCTGGCGGCACGG
AAAGAGGCGGCTCTGGAAAAGGCCAAGGCCGCCGATGCGCGACTGCGCAAGCTCCGGGLG
GAACAGGACCGCATGGCGCGAATCTCCGCCCGCAAGGAGCGCAACAAGGCGCTGATTCAG
GCGGGCCTCCTGGTGGAGATGACGAGCCTCCTGTCCCTGGACCGGGGAACCCTCCTGGGC
GGGTTGCTGGCCTTGGCCAGGAGCGCCGAGGGGAACCCCGAGAAGGCAGCACAATGGAAA
CAGGCGGGCGACGCGGAGATCACCCGGCGGGAAACAGAGAAGGCCAAAAAARAAGACAGAA
CCGAAGGAACCCGCGCTGGACGGATTCAGTCCGGCTCCGCTGGGCGCCGCCCCTCCGACG
ACAACATCCCGCGCAATCGCGCCATGACCGCCTCCAGCGCCTGCCGCTCTCCCGCCATGA
CCGCCCGTTCCTGAACCAGGGCTTCTTCCGCCTCTTTGGCCCGTGCTTCCGCCGCCCGCG
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CACGGGCTTCCGTGCAATCCACCTGCTCCGCCATTTCAGCCAGATCGGAGAGCGCCGTCT
CCAGACCCTCGGCCAGGGTCCGGCTCTCCGTCGAGAACTGCGCCAACAGCGCGGCGTGTC
TCCGCTCGGCCATCGCCCAGGCCGCCGACCAGACCGCCTGGAAGGCCCCTGTCAGGTCGC
TGGGCATGGCGGGGGCGCTCTCCAGGTCCTCCGGCATCGCCGGAGCGCTCTCGGCGTCCC
GGATGGCCTGCAGGTGCTTCTGAATGGTCGCCAGGCTCCCCCGTCCGATCCGTGCGCGAA
TCGCCGCCGCGTTGGTGCGGTTCGGGCCGCCGAGGGCCTCGACCGCCGACCGGACGTCAT
CGGCGGTGATGGGACCAGCGGGAACCGGCGGTACGATGGCCTCGTCCATGATTGTCTCCT
CTACCGTGTAATTTACGATGTAAACGTATTATATGTAAATTACAGAGAGAAGTAAAATAT
TTTTACACAGTGCCCACCGACCTTGGCGGACATCCAGAGGGGTCGGCGGCGCAGCAGGAT
TACCAAGCGCCGAAGGGGTCGGCGGCGTTGAGGACGGAGCGCGCCCCTTCCCTTGGGGTC
GCTGTAGAAAACGGAATTTAAAGCACGGTAAGCCGCTGACTGGTTGCGACTCTCGTAAAC
GATCGTTTTTGAGAGGGTGCCGTGAGAAAGCAGGCCGCGCCAGTGCTGGCCTGGCTTGTC
CTATTCTCGAAAACCGCTCTTGTATCTGGCCGCACGGACTGACGAGTTTCGAGAACAGCC
GGAACACCACCTTAAGCGGCAACCGCCACCCGCAAAGCCGCACCGGTGCTGGATCGAGTA
TTTCTTACCGTGCTTTAAATTCCGTTTTCTACAGCGACCCCTTCCCTTGCAGAGGCCCAG
ACGCTAGGACTGCTGGTGGAGATCGGGAGACGGCAGGGGCTCGTAATGCGTGTTGAACAC
GTTCGGAATGAATAACCGCCAAACCGCCCTGGTGACACGGGTACACCCGCCCGCCGLCTCA
GGAAAGCCCCGCCAAGGCCCCAAATCTGCCCTACAGCGCACACAATGGGTATTGGTGGTA
GGGTGTCCCTACCCCAAGCGCCAGAAAGGCGATTTACGCGCCCGCAATGCCCATTCAATC
GCGACGGCGCCGCACAGACCCCGAAGGAGTGCCCGCTTGCCACGCCTTCGGCGTGCCGGG
CACGGATTGCTTTCCGGCCATGCAAACCCTCGCGTAGTACTCCGTAGCAGGCATTCCGCC
CTCTGGGCGGTTGCGGTAGCGTCGAACGATTTGCAAGCAAATCGCCCGCCACTCCTCGCT
GTACTTTGCGCCTGCGGCGCTAGAGCAAAAGCTCTTTTCAAAAAAAGCCTGATTCACTGC
TAAACCGAAAGGGGGGAGCCGCTGCCGAAGGCAGTGGGGGACAAAGTCCCCAAAGGGGGT
CGATCCGGCGAGGCGAAGCCGAGGACAGGGGGACCAGCAGGGTCCCCGCCGGAAATGTTT
GTGGGCGGCACTGCGAAGCCGTGGCAAGCGCCCACTCCTTGTCGATGTGGCCGAGGTGAT
TTCCATTCGTGCCACCGGCACAGTGACGGCCCGCAAGGAGGCCCCATAGAACATAGAAAG
GGATTTTTTTCAATATACTGATTTCTATGATTTTTTTTTGGGGGGTGGGGTCATAGCTGA
TGACCCCACCTAGGGTCATAGCTGATGACCCCGGTTGTGAAAAAGTGAGCATTATTTTTC
CTTTGCTCTGTGGAAAATCACACAGACTTGATGTAAAATGTCTACTCATTGCCCCCACCT
AAGGTCATGTATGGAGTCCACATCTGCCAAGATAGGTACACCAGCCAAAAATAAAGTTGG
TCAGTGGGTTCAAACCGAACGCAAAGCGCATGAAGCTTGGGCAAATCTGATCGGTCGCAA
ACCTCGTGCAGCAATGCTGCTACATCATCTGGTGGCTCAGATGGGCCACCAGAACGCGGT
TGTCGTGCCTCAAAAAGTTTTGGCGAAGCTGATGAAGTGCAGCCAAGAGACTGTAAAACG
TGCAGTAGCCGATCTTGTTGCGGAACGATGGGTACAGGTCGTAAAACTCAATGGTCCTGG
TACGGTCAACGCGTATGTGGTTAATGACCGAGTAGCATGGGGTCAACCTCGTGACCAATT
GAGGCTGTCTGCCTTTTCGGCAACTGTGGTTGCCGACCATGACGATCAAGATCTCACCAC
CCTCGACCATACAGACCTGCGCCGTATCCCGACCCTTTATCCAGGCGAACAACAATTGCC
ATCAGGGCCACACGAGGACCCGCCCAGCCAGCCGTGCCTGCCCGACATGGAACCAGATTT
GCCGTTCCTTGAGGCTCAGGAAACAGACTTACAGGGCAGACTGGAGGCCGATGGCCAAGG
GCGTCTTATCGACTAAGCACAAGCCGAGACTCACCAGGCTATCCCCAGAATCGCCACCAA
GGGCGTGGCGATGGTGCTCTCTGATCGGTCAGCACCGCCTGCGCCCGCTCAAGCTGCTGA
CGTAGCCATACCTCCCTCTCCTTGGCCTCACTCAACTGCTCCTTGAGCGTCTCTATAATC
TCCTCTCTTGTCTCAATATAGGCCTGTAACTCACTGTTCAGGAGACACTTATCTATTGTC
TCCTCTTGCACATTTTGCGTCGTTTCTGATGTCGCCTGTAGAACACCAAAAACCCGAATG
ATCTCCGCCGTATCTATCATCGGTCGGCCTTGGTGATCTCTATCAACGCTTATTTTTCCG
GTTGAAATATACCCTCTATAGAGCTGCTGGCGACCCACTCCGGCCAGCCTTGCCGCCTCT
GTAACACTGACTTTTGCCATAGTCTCCTGTTGTAACCTTTAGTGTCGCGTCATGTCCGAA
CCTATATAGTAGGATGTTCCTGCTAGAAAATGTAGTATGTGGTTAGGATACGGAGGGAGT
CTGCTTGCCCAAGATAAGCGCGTTTTACGGGATGATCATCAAAATGTTTTTCGATGATCA
TAGTCCGGCCCATTTTCATGTTCAGTACGCGGAGTTCAAGGCCGTCATCGCTATAGAATC
CCTGTCCGTCATAAGAGGCCATCTGCCGCGTCGCGCTCAGGAGCTCGTTCTCGACTGGAC
CGAGCTGCATCAGCAGGAACTTTTGGAAGATTGGGCCTTATGCCAGGCGAAGCAGCAACC
CAAGCCGATAGAGCCTTTACTGTAGGAGATACGCATCATGGAATGGGATGTGGTAGAGGT
CCACACAGAGTCGCCATTAGCGCTGAACGTGCGCTTTGCCGACGGAACACAAGGACAGGT
GCGCTTTGAGCCAAGCCATCTAACGGGTGTTTTCGCCCCGTTGAAAGACCCCGCGATGTT
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CAGCCAGGTACATATCGATCATGGCGCTTTAACGTGGCCAGGTGACGTAGACCTCGCACC
TGATGCCATGTATGACGCTATCAAGACGCATGGGGAATGGGTGCTCAGCTAAAATGGGCG
GCCTCACCGTTTTGTCTCAAAACAGCCAGCCCCAGGCACCCGGAGACCCCGGCAAAGTCA
GGCCATCCGTCCAGCCGTGGGGCAGCCCACGAGACAGAACGACGCAAAAGGTCTGATCCA
AGCAGGTAGAAGCTCGAACCCCAGATTATTCCGGCTTACGACCCTTTTCAGGAAGGCCTA
CCAGGCCGTCATCCGGTGATCGCTTTCCAGCAGATCGGGGCCGCAGGCTCTTCAAAACCT
GATCCCGATCGAAACCACCAGTCCGGGATTGATAAATCATCATCTCTGTAGGCTCCGCCC
CATACTAGAATGTGAAAACCGTCCTCAACATTATCAAGCCTCTCCGCATGAGCGCCATAA
GTGGTGAGCAGGACTCCGCCCGTCCCAGGCTCTTCATAGCCGTCAGACTCGTGGCAACAC
CACGCCAAAATCGGTGTGTCTTTGGGCGCGGTTTCCATTGACTGAAAACCATGTACAGCC
AGCCGCTTCACAATCTCATGTGGTGGCAGATTCGCTAACTTGTCTAACTGAATCATAAAA
ACCCTATAGTGGCCCCTGTTTTTCAGACAGCAGTGTAAGCTATTTTTGGGCCACTCAGAA
TTCGGAATTCTGAGGGGACCCCAAATTCACCCATAGATGCGCTTCGATCAAGCTTTTTCT
CGATCCAGCGTCGGCCCACGCACTTCAGGCCAAGTCCGCTTCGCCGCTTCCATCCATGCC
ATGGCGGCGGCCTGCACTGGATCCCAGGGGCTGCTGAACGGCGGCGTGTAGCTGAGGTCG
AGATCATTCAGATCTTCGACGCCCATCCCGTGGAAAAGCGCCGTTGCGAATATGTCGATG
CGTTTCGACACCCCCGACTGCCAGTGGCCGAGGATCTGCGCGCCTAGGAGTCGGTCGGTC
CGGCGATCGCCCGTCACCCGGATGCGCAGTTTCTGTGCATCCGGGTAGTAGGCCTTGTGA
TCCCAGGTTTGCGTTTCGACGGTAATGGGATCAAATCCCGCAACGCGCGCTTCTGGTTCG
CGCAAGCCCGTCCGCGCGATCGCCAACTCAAAGACTTTGACCGTCTGAGTGCCGACCGAA
CCCCCGAAGAGGCGTTCCCCGCCCACTGCGTTCTCGCCAGCTACACGTCCTTGCTTGTGT
GCGGTCGTGCCGAGCGGCAGATACGCTGGCCGTTGCAGTATCCGGTGCCAAGTCTCTGCA
CAGTCGCCGGCAGCCCAGATGCCCGGTATCCCTGTCTCCATGCGTTGGGTGACGCGAATC
GCGCCCGATGGGCCAAGTGGGATCCCCGCAGCGGTGGCAAGATCGGTGTCCGGTCGCACG
CCAGTGGCGACCAGCACCAAGTCGGCCGAACCGGCAAACCCGCCCGTGCCCGATACTGCG
AGGCTGTGCGAGCTATCGGCTTCGATTCGTTCCACAGTGCAGCCGCCCACGATGCACACA
CCATGCCGTGCCAATTCCTCCCCGATCAGCTTGCCGAACCCCGGATCGACGGTCGGGAAC
ACGGGATCGGTATGACTCACGAGCGTGACCTCGATTCCTCGATGCCGTAATGCGTCGGCC
ATCTCGACACCGATATAGCCCGCACCAACAATAATGACGGAGCGCGCCCCGCGTTCCGTG
AGATGATTCTGGACCGCAAAGCCATCCGCCATGGTATGCAAAAAATACACGCCGGGGAGG
TTGAGGCCAAGCAAGCCTTTGGGGCAGGATGGCACGGCGCCGGTCGCCATCACCAGATGG
TCGTAGCGCAACCTCCGCATGCTGCCATTGGGTCCGCGGACCACCTCAACCGTCTTGGCC
ACTGGATGAACGGCCACGGCGCGATGATTCGTCAGGATTTCGATGCCCTCGAACGCGGTG
CGATGGGCGAGCTGCCGGTGATCCGGCGTCTCGCCGCTGAGATAAAAAGGCAGCCCGCAG
ATGCTGTAGTTCGGGTACTCGTCGGTCAGCAGAACCGATACCTCTGCGGAAGTATCCTTC
TCGCGCGCCCGGAGCGCCGCGCTGATGCCGGCGTCGCTACCGCCGATGACGAGAAGGCGG
ATCATGGCACGGCCCTTCGCGGCAGGGACATCCCCGGTCGGTGATTGCGGGGAGACGGGC
TCATTTCTCACCGGCCTTCAAAGGATTAGCCCCTTCCTGGGGGTGCTTGGCTACCCACTT
CAGGAGGTCGTGACGGGATAGCATGCCGACCACCCGGTCGTTTTGCAGGACCGGGAGGGA
TACGATATCGAAGTCTACCAGCAACCGGGCTGCCATGACGATATCCGTGTCCGGCTCCAC
GCTATGGACGTCGCGCGTCATCACCTCCATGGCGGTGCGACCCTGGTCTTTGTCGGGTTC
CTCTGGGTGCCGCCGGAAGACGGATTTGTAGAAGTTTTCTTTCCAAATCGACGTGCGGGG
ACCCAGCGTCTCGTCGGCGGCGCGATAAATGAGATCCGCCGCCGTGATGATGCCCAGCAT
CCGTCCCTCCCAGTCGATTACCGGTACACCGTTGATTCGGTGTTCCAGCAGTATCTGGGC
GATCTCCTCCACCGGAGTCTGCGGCGCGACGGTAATAGGATCCC
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