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Resumen

Resumen

El arsénico (As) es un elemento traza presente en diferentes ecosistemas. La
exposicién aguda y crénica al As representa un riesgo para el medio ambiente y
la salud humana ya que se ha clasificado como uno de los metaloides mas
toxicos y cancerigenos conocidos. La dosis letal minima en seres humanos se
situa en el rango de 1 a 3 mg kg-1. La contaminacion por As en el estado de
Guanajuato ha ganado mas atencion en los ultimos afios, principalmente por los
altos contenidos de As en las aguas subterraneas utilizadas para riego, que
pueden acumular el As en el suelo y asi ser transferido a la cadena alimentaria.
También Guanajuato al ser un estado con historia de explotacién minera desde
el siglo XVI (principalmente para la extraccion de Au y Ag), presenta suelos con
relaves mineros dispersos que son una fuente de contaminacion de As. En un
estudio previo, se analizaron las concentraciones totales de As en suelo agricola
(MASE) y minero (SMI) en el estado de Guanajuato, México. Ademas, del perfil
de secuencias del gen ribosomal 16S y 18S. Obteniendo que el suelo SMI mostré
una mayor concentracién de As (39 mg kg-1) en comparacién con el suelo MASE
(15 mg kg-1). El perfil de secuencias mostré un total de 175,240 lecturas de
ambos suelos. El suelo MASE mostr6 una mayor diversidad de bacterias,
mientras que el suelo SMI mostré una mayor diversidad de hongos. El analisis
16S rRNA mostrd que las Proteobacterias son el phylum con mayor proporcién
(39.6% en MASE y 36.4% en SMI), seguido del phylum Acidobacterias (24.2%
en SMl y 11.6% en MASE). El analisis 185 rRNA mostré que el phylum
Glomeromycota se encontr6 solo en suelo SMI (11.6%), mientras que
Ascomycota fue el mas abundante, seguido de Basidiomycota y Zygomycota, en
ambos suelos. Por lo tanto, en este estudio, se identificaron molecularmente
aislados microbianos resistentes a As y se analizaron por su capacidad para
oxido-reducir As. Asimismo, fueron identificados genes de resistencia a As en
bacterias (aoxB, arrA, arsB, ACR3(1) y ACR3(2)), y se cuantifico el As en el
medio de cultivo donde se inocularon los microorganismos. Los géneros Bacillus
y Penicillium aislados de suelo SMI fueron capaces de crecer en concentraciones
de As de hasta 30 mM, redujeron As (V) a As (lll) y eliminaron As a tasas de
9.8% y 12.1%, respectivamente. Se identificd el gen arsB en Bacillus sp., B.
simplex y B. megaterium. Se observé que la biomasa del hongo P. rubens
disminuye 35.63% con As (lll) y 51.87% con As (V). Se realizé ademas la
extraccion de proteinas en tres condiciones (sin As, con As (lll) y con As (V)),
encontrando diferencias en el patron de bandeo de proteinas en el gel SDS-
PAGE de una dimension, potencialmente relacionadas a posibles proteinas
involucradas en la resistencia y el transporte de arsenito en la célula microbiana.
Se comprueba que los suelos altamente contaminados con As tienen una menor
diversidad microbiana, pero un mayor numero de microorganismos capaces de
la biotransformacién de este metaloide. Las bacterias y hongos encontrados en
este trabajo pueden mostrar potencial para ser utilizados como agentes de
biorremediacién en suelos contaminados.

Palabras clave: suelo agricola, suelo minero, arsénico, bacterias, hongos



Abstract

Abstract

Arsenic (As) is a trace element present in different ecosystems. Acute and
chronic exposure to As represents a risk to the environment and human health
since it has been classified as one of the most toxic and carcinogenic metalloids
known. The lethal dose in humans is in the range of 1 to 3 mg kg-1. The
contamination for As in the state of Guanajuato has gained more attention in
recent years, mainly due to the high content of As in the groundwater used for
irrigation, which can accumulate As in the soil that can be transferred to the food
chain. Besides, Guanajuato being a state with a history of mining exploitation
since the XVI century (mainly for the extraction of Au and Ag), presents soils with
dispersed mining tailings that are a source of As contamination. In a previous
study, concentrations of total As were analyzed in agricultural (MASE) and mining
soils (SMI) in the State of Guanajuato, México. Additionally, the 16S and 18S
ribosomal gene sequence profile was done. The SMI soil showed higher
concentration of As (39 mg kg-1) as compared to MASE soil (15 mg kg-1). The
sequence profile showed a total of 175,240 reads from both soils. MASE soil
showed higher diversity of bacteria while the SMI soil showed higher diversity of
fungi. 16S rRNA analysis showed that the phylum Proteobacteria presented the
highest proportion (39.6% in MASE and 36.4% in SMI) and Acidobacteria was
the second most representative (24.2% in SMI and 11.6% in MASE). 18S rRNA
analysis, showed that the phylum Glomeromycota was found only in the SMI soils
(11.6%), while Ascomycota was the most abundant, followed by Basidiomycota,
and Zygomycota, in both soils. Therefore, in this study, As-resistant microbial
isolates were molecularly identified and analyzed for their ability to oxide-reduce
As. Likewise, As-resistance genes were identified in bacteria (aoxB, arrA, arsB,
ACR3(1) and ACR3(2)), and As was quantified in the culture medium where the
microorganisms were inoculated. Genera Bacillus and Penicillium isolated from
SMI soil were able to grow in As concentrations as high as 30 mM, reduced As
(V) to As (Ill), and removed As at 9.8% and 12.1% rates, respectively. The arsB
gene was identified in Bacillus sp., B. simplex, and B. megaterium. It was
observed that the biomass of the P. rubens fungus decrease 35.63% with As (l1l)
and 51.87% with As (V). Protein extraction was also performed under three
conditions (without As, with As (lll) and with As (V)), finding differences in the
protein banding pattern in the one-dimensional SDS-PAGE gel, potentially
related with possible proteins involved in resistance and transport of arsenite in
the microbial cell. Soils highly contaminated with As are found to have a lower
microbial diversity, but a greater number of microorganisms capable of
biotransformation of this metalloid. Bacteria and fungi found in this work may
show potential to be used as bioremediation agents in As contaminated soils.

Key words: agricultural soil, mining soil, arsenic, bacteria, fungi
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Introduccion

I. INTRODUCCION

El arsénico (As) es uno de los elementos presentes en el suelo ya sea de
forma natural o antropogénica que puede ocasionar problemas al ambiente y la salud
humana por su alta toxicidad (Medel et al. 2008). La concentracion promedio de As en
suelos alrededor del mundo varia de 0.2 a 40 mg kg-1 (Bundschuh et al. 2008) y la
dosis letal minima en seres humanos se situa en el rango de 1 a 3 mg kg-1 (ATSDR
2009). Este metaloide se puede encontrar en diferentes especies quimicas, siendo el
arsenito [As (Il1)] y el arsenato [As (V)] las formas inorganicas mas abundantes en el
ambiente y el As (lll) la especie mas tdéxica y movil (Cai et al. 2009).

En las ultimas décadas, el aumento de la poblacién y consecuentemente el
desarrollo urbano, industrial y agricola, han ocasionado que aumenten los niveles de
contaminacién de As en el suelo. En el estado de Guanajuato, México, estudios
revelaron que la region contiene altos niveles de As en las aguas subterraneas
utilizadas para riego y ademas estan por encima de los limites estandar mundiales
aceptados (0.01 mg L-1), con una media de 0.33 mg L-1 (Rodriguez et al. 2016), una
acumulacién en suelos en un rango de 1.0 a 14.0 mg kg-1 (Lépez-Pérez et al. 2017,
Zanor et al. 2019) y en cultivos con una media de 14.1 mg kg-1 en cebada (Saldafa-
Robles et al.2018). Asimismo, Guanajuato tiene una historia de explotacion minera
desde el siglo XVI (principalmente para la extraccion de Au y Ag), con relaves mineros
historicos dispersos alrededor de la ciudad de Guanajuato y extendidos en la cuenca
hidrolégica, que hoy en dia estan cubiertos principalmente por vegetacion,
urbanizacién o dispersos por la erosion que pueden ocasionar problemas a la salud
humana y el medio ambiente (Carrillo-Chavez et al. 2003).

La resistencia de los microorganismos a elementos toxicos como el As ha
hecho que estos jueguen un rol muy importante en la movilizacion, biotransformacién
y biodisponibilidad de las distintas especies de As (Cai et al., 2009; Mellado et al.,
2011). Estos microorganismos se encuentran entre los miles de taxones de bacterias,
arqueas Yy eucariotas que existen en el suelo y que, a pesar de comprender solo un
pequeio porcentaje del total de la masa de la materia organica del suelo, son
considerados una gran influencia para el buen funcionamiento de los ecosistemas. En
estudios previos se han aislado microorganismos capaces de oxidar y reducir las

especies de As en el medio transformando su toxicidad, entre los cuales se han
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Introduccion

obtenido bacilos Gram negativos identificados como Pseudomonas alcaligenes y
Wautersia solanacearum, asi como otras bacterias pertenecientes a los géneros
Acinetobacter, = Agrobacterium,  Arthrobacter, Comamonas, Rhodococcus,
Stenotrophomonas y Pseudomonas, capaces de tolerar altas concentraciones de As
(8-20 mM), donde ademas se observé que la capacidad de oxidar arsenito de las
cepas aisladas, favoreceria la colonizacion de otras especies no tolerantes a As
importantes en los ciclos biogeoquimicos (Campos et al. 2007; Cai et al. 2009).

Las interacciones de los microorganismos con su entorno y con otros seres
vivos han sido el objeto de innumerables investigaciones, no solamente con el fin de
entenderlas sino también de revelar el potencial biotecnolégico que esconden.
Actualmente se pueden abordar estrategias moleculares para estudiar las
comunidades microbianas tanto cultivables como no cultivables en su entorno natural,
una de estas estrategias es la metagendmica. El metagenoma se puede definir como
el total de DNA de una muestra ambiental, que después con el uso de métodos de
secuenciacion masiva generaran genomas completos de organismos no cultivables
para su estudio (Hernandez-Ledn et al. 2010). Se han investigado metagenomas de
diversos ambientes, incluyendo ecosistemas acuaticos, minas, suelos agricolas y
forestales, entre otros. En algunos casos, se han descubierto novedosos elementos
genéticos que podrian tener aplicacion en la industria, mientras que, en otros, han
aportado novedosos aspectos de la ecologia microbiana en un ecosistema en
particular. Ademas, el uso de la metagendmica ha permitido monitorear el efecto de
contaminantes en ecosistemas, asi como también estudiar las comunidades
microbianas que le hacen frente a esos compuestos (Hernandez-Leon et al. 2010).

Para contribuir al conocimiento de microorganismos con potencial
biotecnoldgico, este proyecto tuvo la finalidad de estudiar la comunidad microbiana de
dos tipos suelos con alto contenido de As, uno de dedicacion a la agricultura (15 mg
de As kg-1) y otro con restos de jales mineros (39 mg de As kg-1). Se identificaron los
microorganismos resistentes a As (>5 mM, equivalente a 374.6 mg L-1) y se probé su
capacidad para éxido-reducir este metaloide, ademas del estudio de genes implicados

en esta transformacion quimica y la cuantificacion del As transformado.
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. ANTECEDENTES

2.1 Arsénico (As)

El arsénico (As) es un elemento traza tdxico presente en diferentes
ecosistemas por procesos naturales (en la corteza terrestre en un promedio de 2 ppm)
y la actividad antrépica. El As se encuentra comunmente en forma inorganica [As (lll)
y As (V)], cambiando su estado de oxidacion por procesos redox en el medio ambiente
natural. EI As (lll) es mucho mas tdéxico y movil que el As (V), por lo que su
transformacién puede influir en gran medida en la salud humana (Galvdo & Corey
1987; Cai et al., 2009).

La combinacion del As con otros compuestos quimicos altera su toxicidad
segun la solubilidad del compuesto y segun la valencia del As en él. El As se usa en
la agricultura (plaguicidas), en la industria (acero, ceramica, etc.) y en la extraccién o
purificacion de otros minerales. Se dispersa a través del aire, agua, suelo, alimentos
y otros productos como el tabaco (Galvao & Corey 1987). La exposicion a altos niveles
de As inorganico puede deberse a diversas causas, como el consumo de agua
contaminada o su uso para el riego de cultivos alimentarios y para procesos
industriales. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS, 2017), la exposicion
prolongada al As a través del consumo de agua y alimentos contaminados puede
causar cancer (principalmente en pulmon, piel y vejiga) y lesiones cutaneas. También
se ha asociado a problemas de desarrollo, enfermedades cardiovasculares,
neurotoxicidad y diabetes, por lo que la intervencidn mas importante consiste en
prevenir que la poblacion se prolongue a la exposicion de As.

La alta toxicidad del As se puede explicar porque este metaloide interfiere
directamente con la respiracion celular. EI As se une a los grupos sulfhidricos y
descompone a las enzimas que los contienen. El As (lll) es particularmente potente
en este sentido. Como resultado de estos efectos criticos enzimaticos también: se
inhibe la ruta de oxidacion del piruvato y el ciclo del acido tricarboxilico, se afecta la
gluconeogénesis, y se reduce la fosforilacién oxidativa. También el anion de As (V)
poco estable reemplaza al anion de fésforo presente en los fosfatos, lo cual provoca
una rapida hidrdlisis de los enlaces de alta energia de compuestos como el ATP.

Cuando el As se presenta en forma inorganica como gas arsina (AsHs) se pega
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rapidamente a los globulos rojos, causandoles un dafo irreversible en la membrana
celular (ATSDR, 2009).

2.2 Los microorganismos en la bioquimica del As

La movilidad, disponibilidad y especiacion del As es afectada por el
metabolismo microbiano que participa en el ciclo biogeoquimico de este elemento.
Entre las actividades microbianas se ha encontrado que algunas cepas juegan un
papel fundamental en la incorporaciéon de As en su metabolismo a través de
reacciones de oOxido-reduccion, transformacion enzimatica, metilacién, quelacién,
exclusién e inmovilizacion (Cai et al. 2009; Rangel-Montoya et al. 2015). Los
principales mecanismos de resistencia bacteriana, se encuentran asociados a
determinantes genéticos. En el caso de las bacterias arseniato-reductoras Gram-
negativas, el sistema mas estudiado corresponde al operon ars el cual puede ser de
origen plasmidial o cromosomal y funcionar bajo condiciones aerdbicas o anaerdbicas
(Silver & Phung 2005; Mellado et al. 2011). En el plasmido R733, de E. coli, se han
encontrado cinco genes: arsA, arsB, arsC, arsDy arsR, mientras que a nivel
cromosomal solo tres: arsB, arsC, y arsR. El gen arsC, codifica para una proteina
encargada de mediar la reduccion de arseniato a arsenito en el citoplasma, para luego
ser eliminado hacia el exterior de la célula a través de una bomba especifica de eflujo
(ATPasa) asociada a una subunidad integral en la membrana, formando el
complejo arsAB, codificado por los genes arsAvy arsB, respectivamente. Los
genes arsD y arsR codifican para proteinas responsables de la regulacién del operon
(Rosen 2002; Mellado et al. 2011). Ademas, estos genes se encuentran presentes en
bacterias que se han caracterizado en términos de su resistencia a arsénico (Jackson
etal. 2005). Asimismo, Cai et al. en el 2009 realiz6 la busqueda de genes involucrados
en la oxidacion de As (lll); el gen aoxB que codifica para la subunidad mayor de la
enzima arsenito-oxidasa (large Mo-pterin) y los genes que codifican para diferentes
proteinas transportadoras de arsenito en la célula microbiana (arsB, ACR3(1) y
ACR3(2)) resultando que, generalmente éstos se encuentran en bacterias aisladas de
suelo altamente contaminado con As (20 mM). También se encontré que los

microorganismos requieren de proteinas asociadas a la membrana que transfieran
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electrones desde o hacia el arsenito (AoxAB o ArrAB), u otras transformaciones

enzimaticas como la metilacion-dimetilacion, proponiendo el modelo de la Figura 1.

TRANSPORTE
El arsénico entra a las célt te transportadores
de fosfato (arsenato) o de a oporinas (arsenito)
AsO,*
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OXIDACION RESPIRATORIA
El arsenito es usado como donador de

electrones y se oxida a arsenato

El arsénico inorganico puede ser
transformado en especies organicas mediante
un proceso de metilacién en cascada.

Figura 1. Diagrama de los diferentes procesos microbianos involucrados en la bioquimica
del arsénico (Paéz Espino et al. 2009).

2.3 Contaminacion de suelos en México

La composicion del suelo puede ser alterada por diversas actividades
antropogénicas ademas de aspectos naturales (condiciones abidticas y bidticas),
transformando la biodisponibilidad de los nutrientes del suelo y, como consecuencia,
las poblaciones microbianas presentes en el mismo.

En las ultimas décadas, el aumento de la poblacion y consecuentemente el
desarrollo urbano, industrial y agricola, han ocasionado que el suelo se convierta en
un recurso natural en estado critico. SEMARNAT (2012) reporté que la degradacion
quimica (disminucion de la fertilidad, polucién, salinizacién/alcalinizacién vy
eutrofizacion) asociada a las actividades agricolas fue el proceso de degradacion del
suelo mas extendido en México en el afio 2002, con alrededor de 34.04 millones de
hectareas afectadas (17.8 % del territorio nacional). A nivel estatal, Guanajuato

registré un 28.9 % de suelo afectado por degradacién quimica mientras que un 2.5 %
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del territorio del estado mostré algun tipo de degradacion fisica (disminucién de la
capacidad para absorber y almacenar agua), conllevando a la pérdida de la funcién
productiva de los terrenos. La contaminacion por fertilizantes, plaguicidas, derivados
de petroquimicos como la gasolina y pinturas, deposiciones atmosféricas procedentes
de zonas industriales y urbanas, los vertidos de aguas residuales, riego procedente
de aguas subterraneas, desechos de las minas, entre otros, son los principales
factores que contribuyen al deterioro del suelo ocasionando un riesgo significativo
para el sistema edafico y las cadenas troficas involucradas (Balderas-Plata et al. 2003;
Alloway 2012).

Los procesos mineros utilizados para la obtenciéon de minerales con valor
comercial generan residuos que constituyen una de las principales causas de la
contaminacién de los suelos con elementos potencialmente toéxicos (EPT). En
diferentes regiones de México, las actividades mineras se caracterizan por la
generacion de grandes cantidades de residuos que contienen EPT que se pueden
dispersar al entorno con la subsecuente afectacion de los suelos y sedimentos, donde
se acumulan por tiempo indefinido, lo que puede representar un riesgo a la salud
humana y al ambiente en general. Los residuos mineros son una fuente importante de
arsénico y metales pesados que, al estar sujetos a la dispersion edlica e hidrica,
pueden ser la causa de la contaminacién de suelos en grandes superficies de terreno
(Pérez-Martinez & Romero, 2015).

En cuanto a la distribucion de As en México, en la Figura 2, se puede observar
que el centro y sur del pais presentan un alto riesgo por contaminacién de As en agua
potable que afecta la contaminacion de suelos, mientras que en otras zonas del pais

presentan un riesgo bajo (Schwarzenbach et al. 2010).
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Estimated Risk of Arsenic in Drinking Water

Level of risk
M High
Moderate
] Low

[] Very low

[ ] Nodata

Source: Schwarzenbach ef al. 2010

Figura 2. Riesgo estimado de As en agua potable (Schwarzenbach et al. 2010).

2.4 Biorremediacion de suelos contaminados

El concepto de biorremediacion se utiliza para describir una variedad de
sistemas que utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, entre otros), para
remover (extraer), degradar (biodegradar) o transformar (biotransformar) compuestos
organicos téxicos en productos metabdlicos menos toxicos o inocuos (Van Deuren et
al. 1997; Velasco & Volke-Sepulveda 2003). La biorremediacion puede emplear
organismos propios del sitio (autdctonos) o ajenos a éste (exdgenos) y llevarse a cabo
en condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno). Al
igual que otras tecnologias de remediacion, la biorremediacién puede realizarse en el
mismo sitio sin necesidad de excavar el material contaminado (in situ), o bien
excavandolo para tratarlo en el sitio (on site) o fuera de él (ex situ) (Eweis et al. 1998;
Velasco & Volke-Sepulveda, 2003).

En los ultimos afos se ha usado la biorremediacién para tratar diferentes
contaminantes en suelo, por ejemplo, en el tratamiento de combustibles derivados del
petréleo y metales pesados que causan gran dano en la fertilidad de los suelos.
Duerias et al. (2014) realiz6 un estudio donde logro hasta un 60 % de remocién de As
en agua con la microalga Chlorella vulgaris. Gu et al. (2018), en la busqueda de
microorganismos resistentes a altas concentraciones de As y capaces de actuar en la
transformacién quimica del mismo, reporta que aislé una cepa del helecho Pteris

vittata que puede contribuir en incrementar la eficiencia de la extraccion del metaloide.
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Asimismo, hay un gran numero de estudios de bacterias tolerantes y capaces de
transformar las especies quimicas de As para hacerlo menos toxico (Silver & Phung
2005; Cai et al. 2009; Paéz Espino et al. 2009; Mellado et al. 2011).

2.5 Principios del metagenoma

Hasta hace algunos afnos la microbiologia tradicional se basaba en el estudio
de microorganismos como especies aisladas, y se conocia muy poco sobre el papel
que desempefiaban las comunidades microbianas en su ambiente natural. Debido
probablemente a que la mayoria de las especies eran microorganismos no cultivables,
es decir, se desconocia de sus requerimientos nutricionales y fisioldgicos para su
crecimiento y, por lo tanto, no eran estudiadas (Rondon et al. 2000). Para contrarrestar
esta limitante, se han desarrollado métodos que permiten poder aislar y amplificar el
material genético de todos los microorganismos contenidos en diferentes ambientes
(Rondon et al. 2000). El desarrollo de métodos moleculares (y las herramientas
necesarias para analizar la asociacion de datos) aplicados a la ecologia microbiana
ha permitido estimar que la diversidad existente en la naturaleza se encuentra entre
105 y 107 especies (siendo el concepto de especie en procariotas mas amplio que en
eucariotas), se estima que solo el 1% de los microorganismos procariotas han sido

cultivados y caracterizados, dejando una gran cantidad de ellos sin explorar (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de especies estimadas (y accesibles) en la naturaleza (Ferrer, 2004).

Organismo Especies estimadas Accesibilidad
(% del total)
Animales (mamiferos, aves, peces) 3,5x104 >90
Artrépodos/invertebrados 10e-107 10
Nematodos 5x10s 3
Plantas superiores 2,7 x10s >90
Algas 104-10s 70
Hongos 1,5x 106 5
Bacterias 104-10s 1-10
Arqueas 105-106 0,11
Virus 105-106 4

Una de las herramientas moleculares en auge es la metagendmica. El término

metagendmica hace referencia al estudio de genomas de una comunidad microbiana.
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Meta viene del griego ‘mas alla de’ entendiéndolo como ir mas alla del genoma ya que
permite analizar la estructura y funcion en conjunto de un gran numero de genes
presentes en un ambiente determinado y a su vez ha permitido mostrar el potencial
genético de los microorganismos no-cultivables mediante estudios in situ de varios
fragmentos de DNA que juegan diversas funciones (Tabla 2). Ademas, permite
caracterizar la taxonomia, filogenética, y la diversidad funcional de las comunidades
microbianas en una medida que hace sélo unos anos atras era inimaginable (Gilbert
et al. 2010). La diversidad de microorganismos de cualquier ambiente puede ser
determinada utilizando la unidad taxondmica operativa (OTU’s por sus siglas en
ingles: Operational Taxonomic Unit), correspondiendo cada uno de ellos a una
poblacién de microorganismos diferente en la comunidad microbiana, de esta manera

se facilita su clasificacion (Gondim-Porto 2013).
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Tabla 2. Estudios realizados alrededor del mundo de metagenomas en suelos (Myrold et al.

2014).
L Descripcion Tipo de Diseio Plataforma de Profundidad de la .
Localizacion L . L. R Referencia
del Sitio Suelo Experimental Secuenciacion Secuenciacion
Dos .
. . 0.35-0.99 millones
Nunawut, Tundra Permafrost profundidades: 454 GS FLX de Yergeau et
Canada capa activa 'y al. (2010)
lecturas/muestra
permafrost
Comparacién de
Franco métodos de Aproximadamente
Rothamsted, Pradera arcillo extraccion de 454 GS FLX 1 millon de Delmont et
UK : : al. (2011)
limoso DNA directo e lecturas
indirecto
Pru Toh .
Daeng, Bosque Turba Mues?ra 454 GS FLX 0.18 millones de Kanokratana
- pantanoso colectiva lecturas etal. (2011)
Thailand
Composicion
New Franco simple de dos 1.4 millones de Stewart et al.
Hampshire Bosque arenoso ndcleos de 454 GSFLX lecturas (2011)
suelo
Muestras de 4
Sao Paulo Bosque de Sedimento sitios, uno 0.25 millones de Andreote et
S . impactado por 454 GS FLX ) o
Brazil mangle sumergido L lecturas/sitio al. (2012)
contaminacion
de petréleo
o Campo Franco s . .
Mlc_hlgan and cosechado y arenoso y Adicion de_ _N en 454 GS FLX 1.35 millones de Fierer et al.
Minnesota cada sitio lecturas (2012)
pradera arenoso
3 suelos con un .
Luckn_ow, Vertedero N_o gradiente de 454 GS FLX 1.1 a 1.2 millones Sangwan et
India especificado o de lecturas/suelo al. (2012)
contaminacion
Arcillo 4 muestras con 0.31-0.38 millones Steven et al
Nevada, Desierto puntos elevados 454 GS FLX de lecturas por :
arenoso de CO (2012)
€ 2 muestra
Muestras
Breuil- ” separadas en 0.41-0.62 millones
Chenue, Plantacion - horizontes 454 GS FLX de Uroz et al.
de abetos - (2013)
France organicos y lecturas/muestra
minerales

La composicidon de comunidades microbianas complejas se ha estimado
principalmente de acuerdo con la diversidad de las secuencias de DNA, existiendo en
la actualidad una enorme base de datos que las convierte en utiles herramientas
identificadoras y filogenéticas. La obtencion de todo el DNA gendmico (el
‘metagenoma”) en complejas genotecas (fuente de informacion genética de
organismos tanto cultivables como no cultivables), puede constituir una herramienta

importante en la busqueda de nuevas actividades enzimaticas de interés industrial y
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medioambiental (Ferrer 2004). Miles de secuencias de diversos microorganismos,
cultivables y no cultivables, son reportadas a las bases de datos como el GenBank del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), el Ribosomal Database Project
(RDP), el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL), entre otros, los cuales
contienen miles de secuencias, pertenecientes a una gran cantidad de
microorganismos (Hernandez et al. 2010). Estas bases de datos pueden consultarse
libremente para realizar una comparacion estadistica de las secuencias obtenidas de
un aislamiento, contra las que ya estan publicadas, y asi poder elaborar
dendrogramas, en los que se indique la posicién del nuevo microorganismo recién

identificado.

2.6 Ladiversidad microbiana del suelo

Los microorganismos del suelo (Figura 3) son el componente vivo de la
materia organica del mismo, cada gramo de suelo alberga miles de taxones de
bacterias, arqueas y eucariotas. A pesar de que comprende solo un pequefio
porcentaje del total de la masa de la materia organica del suelo son considerados una
gran influencia en el ciclo de los nutrientes para el buen funcionamiento de los
ecosistemas, por lo que son incluidos en los programas de monitoreo de la calidad del
suelo (Cheng et al. 2013).

Vertebrados(1)

Caracoles y babosas (100)
Lombrices (3,000)
Insectos y aranas (5,000)

Rotiferos(10,000)
Colémbolos (50,000)
Acaros (100,000)

Nematodos (5,000,000)

Protozoos (10,000,000,000)
Hongos (100,000,000,000)

Bacteria
(10,000,000,000,000)

Figura 3. La diversidad y abundancia de organismos (poblaciones/m2de superficie de suelo;
Lindbo et al. 2012).
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Las comunidades microbianas del suelo son una amplia gama de organismos
en diferentes estados fisioldgicos. Estos son con frecuencia denominados como
activos, inactivos y muertos. Los microorganismos activos estan involucrados en la
utilizacion continua de sustratos (procesos funcionales) y transformaciones
bioquimicas (conducen los ciclos biogeoquimicos en el suelo). En cambio, los
microorganismos inactivos no contribuyen en procesos funcionales, pero pueden
contribuir en circunstancias alteradas (cuando ocurren modificaciones fisicoquimicas
o bioldgicas en su entorno). Por su parte los microorganismos muertos (incluyendo
las células lisadas y los residuos microbianos), no contribuyen directamente a ningun
funcionamiento en proceso, sin embargo, afecta la cantidad de carbono (C) y
nitrégeno (N) como fuente de sustratos facilmente disponibles. Todas estas piezas de
la biomasa microbiana total son importantes para la evaluacion de las funciones del
suelo y los tratamientos, las condiciones ambientales, usos del suelo, y practicas de

gestion (Blagodatskaya & Kuzyakov, 2013).

2.6.1 Bacterias comunmente presentes en suelos

Mediante el analisis genético realizado con secuencias del gen ribosomal
conservado 16S (Janssen 2006), se ha estimado que la mayor parte de la microbiota
de varios tipos de suelos estd compuesta por bacterias de los Phylum Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria,  Verrucomicrobia,  Bacteroidetes,  Chloroflexi,
Planctomycetes, Gemmatimonadetes y Firmicutes (Figura 4). Dentro de esos Phylum
mas comunes, los géneros bacterianos mas frecuentemente encontrados son
Acinetobacter, Agrobacterium, Clostridium, Pseudomonas, Actinomicetes o Bacillus,
entre otros (Gondim-Porto 2013; Janssen 2006).
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Figura 4. Aportaciones del gen16S rDNA de miembros de diferentes phyla en bibliotecas
preparadas a partir de las comunidades bacterianas del suelo (2,920 clones en 21
bibliotecas). La linea horizontal en el centro de cada bloque indica la media. Las lineas
verticales que extienden arriba y debajo de cada bloque indican la contribucion maxima y
minima de cada phylum (Janssen 2006).

2.6.2Hongos comunmente presentes en suelos

Los hongos son microorganismos numerosos en el suelo y se estima que
existen entre 105y 106 células por gramo de suelo. Constituyen una gran proporcion
de la biomasa microbiana del suelo debido a sus micelios, aunque en ciertos
ecosistemas tropicales o agricolas donde existe una gran disponibilidad de materia
organica, los hongos son menos predominantes en términos de biomasa, diversidad
y actividad (Gondim-Porto 2013). Los hongos generalmente predominan en suelos
acidos en los cuales monopolizan la utilizacién de sustratos organicos. Los principales
grupos de hongos encontrados en el suelo son Chytridiomycota, Zygomycota,
Glomeromycota, Ascomycotay Basidiomycota. Dentro de estos grupos mas comunes,
los géneros mas frecuentemente encontrados en el suelo son Penicilliumy Aspergillus
(Gondim-Porto 2013).
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2.7 Caracteristicas fisico-quimicas y elementos traza que influyen en la

microbiota del suelo

Para lograr una mayor comprensién del comportamiento y atributos de los
microorganismos del suelo es necesario llevar a cabo un estudio integral de sus
propiedades fisicas, quimicas y de elementos traza (ET) presentes. Desde el punto
de vista edafico, un suelo es un sistema trifasico, es decir, una parte soélida (agregados
minerales y organicos), una parte liquida (agua de la solucion del suelo) y una gaseosa
(atmosfera del suelo contenida en el espacio poroso), que le confieren al suelo
caracteristicas para clasificarlos por propiedades fisico-quimicas (textura, porosidad,
capacidad de retencion de agua, densidad, materia organica, pH, entre otros) y de ET
(As, Cd, Cu, Pb, Zn, etc.; Jordan 2005).

Las propiedades fisicas de los suelos determinan en gran medida, la rigidez
y la fuerza de sostenimiento, la facilidad para la penetracion de las raices, la aireacion,
la capacidad de drenaje y de almacenamiento de agua, la plasticidad, y la retencion
de nutrientes. El conjunto de las propiedades quimicas permite evidenciar la movilidad
de elementos, la disponibilidad de nutrientes y entender como la diversidad microbiana
del suelo cambia dentro de la biosfera y como se relaciona con las caracteristicas
abidticas y bidticas de los ecosistemas (Coyne & Rasskin 2000).

Los ET estan presentes en relativamente bajas concentraciones en la corteza
de la Tierra (Tabla 3), suelos y plantas. El contenido de ET en el suelo es la suma de
los elementos procedentes de procesos naturales y de la actividad humana. Cuando
los ET se encuentran en el suelo de manera natural derivan de la roca madre que fue
sometida a procesos de meteorizacién (Tarbuck & Lutgens 2005). En cambio, las
principales fuentes antropogénicas de ET en los suelos son las actividades mineras,
la agricultura (riego, fertilizantes inorganicos, pesticidas), la generacion de energia
eléctrica, las actividades industriales y los residuos domésticos (Galan & Romero
2008). Dentro de los nutrientes, los ET juegan un papel primordial en el desarrollo de
la biomasa. En el suelo se pueden encontrar como especies solubles, facilmente
disponibles, débilmente unidas a las particulas solidas, fuertemente unidas o
precipitadas por lo que son insolubles y no disponibles en algunos casos para la
biomasa. Segun Alvarez (2010), la disponibilidad de los ET esta regida por los
parametros edafolégicos (pH, condiciones redox, capacidad de intercambio catidnico)

y por su tendencia a reaccionar con los componentes del suelo. Las fases activas del
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suelo (arcilla, 6xidos de hierro (Fe) y manganeso (Mn) procedentes de la
meteorizacién y materia organica) y las reacciones fisicoquimicas que se producen
entre la fase sodlida y la solucion del suelo son las que rigen su disponibilidad, y son
de especial interés dentro del ambito de la fertilidad del suelo, y en temas ambientales,

como la remediacién y descontaminacion de suelos.

Tabla 3. Composicion de la Corteza Continental (Rudnick & Gao, 2003).

Elemento Unidad Corteza Superior Elemento Unidad Corteza Superior

Li Mg g-1 24 Zn Mg g-1 67
Be “ 2.1 Ga “ 17.5
B “ 17 Ge “ 1.4
“ 83 As “ 4.8
F “ 557 Se “ 0.09
62 Br “ 1.6
Cl “ 370 Rb “ 84
Sc “ 14 Sr “ 320
\Y “ 97 Y “ 21
Cr “ 92 Zr “ 193
Co “ 17.3 Nb “ 12
Ni “ 47 Mo “ 1.1
Cu “ 28 Ru ng g-1 0.34
Cd “ 0.09 Pd “ 0.52
Pb “ 17

2.8 Muestras de suelo agricola y de jales mineros del Estado de Guanajuato

En un estudio previo a este proyecto, se analizé la comunidad microbiana de
dos muestras de suelo, de las cuales, una pertenece a un suelo agricola denominada
MASE y otra a un suelo con jales mineros de la capital del estado de Guanajuato
denominada SMI, las caracteristicas de cada sitio se resumen en la Tabla 4 y 5
(Lépez-Pérez et al. 2015).
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Tabla 4. Sitios de Muestreo.

Nombre
Ubicaciéon Elevacién Caracteristicas del
de la Sitio
UTM (m) sitio de muestreo
muestra
MASE 2285086.96 1726 Es un suelo con cultivo de
(Muestra 265924.63 esparragos, que
Agricola) presentaba un color café
oscuro, humedo y
compacto. Su riego se
basaba en lixiviados de
lombricomposta y se le
adicionaba fertilizantes
quimicos.
SMI 2324859.63 1996 Cianuracién de la mina
(Suelo 264345.89 Sirena y sedimentos del rio.
Minero) Terrazas  de erosion,

colonizaciéon vegetal. ~75

aflos de abandono y

evolucion Natural (Ramos &
Siebe, 2006).
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y de ET de las muestras de suelo agricola (MASE) y

de jales mineros (SMI).

Propiedades MASE SMI *CRr
Humedad (%) 6.74 1.47
Textura Arcilla Franco
DA (g/cms) 1.07 1.00
DR (g/cm3) 1.97 2.30
Porosidad (%) 45.50 56.72
pH 6.40 8.10
PPI550 4.54 5.57
PPI950 2.23 1.05
MO (%) 8.41 7.14
% N 0.38 0.17
C/N 11.86 25.69
As 15 39 22
Cd 0.5 0.39 37
Cr 19 19 280
Cu 50 58 +60
Ni Mg kg- 10 11 1600
Pb 42 133 400
\Y, 39 39 78
Zn 109 292 +150

*CR1= Concentracion de referencia total clasificacion de la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.

+Concentracién maxima para la Unién Econdmica Europea.

De acuerdo con el indice de geoacumulaciéon (lgeo) propuesto por Maller
(1969), el suelo MASE corresponde a la categoria 2 moderadamente contaminado,
mientras que el suelo SMI corresponde a la categoria 3 de moderado a fuertemente
contaminado para el elemento As, que, al igual que el Cadmio (Cd) y Cobre (Cu) son
los ET que presentaron los valores mas altos en contaminacion (Lopez-Pérez et al.
2015).

Debido a que el As es uno de los elementos traza mas toxico y carcinogénico
presente en elevadas concentraciones en estos suelos, MASE y SMI fueron utilizados

para los estudios del presente trabajo.
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2.8.1 Metagenoma de las muestras de suelo MASE y SMI

Para la amplificacion y secuenciacion masiva del DNA total de suelos del
estudio de Lépez-Pérez et al. (2015), se usaron los oligonucleétidos universales 27F-
518R para el gen ribosomal 16S y los espaciadores internos transcritos (ITS) 1F-4R
descritos en la Tabla 6, estos oligonucledtidos universales son los utilizados en el
servicio brindado por Macrogen Inc., (Korea). Los oligonucletdtidos que mejor
amplifiquen el 16S rDNA o ITS varian dependiendo el objetivo del estudio, el disefio
experimental y el tipo de muestra, entre otros. Los oligonucledtidos utilizados en este

trabajo son los comunmente usados para el analisis de comunidades microbianas.

Tabla 6. Oligonucleétidos usados en la secuenciaciéon del DNA total de las muestras de

suelo.
Oligonucleétido Secuencia Gen Reino Sitio
27F GAGTTTGATCMTGGCTCAG 16S Bacteria V1F
518R WTTACCGCGGCTGCTGG 16S Bacteria V3R
1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS Fungi 1F
4R TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS Fungi 4R

En el metagenoma obtenido del estudio de Lopez-Pérez et al. (2015) se
encontré un total de 7,141 secuencias alineadas del gen ribosomal 16S a la base de
datos SILVA (RNA ribosomal 16S) y 34,059 secuencias alineadas del gen 18S a la
base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information; RNA

ribosomal 18S) en ambas muestras de suelo (Tabla 7).

Tabla 7. Niumero de lecturas resultado del alineamiento de secuencias.

Muestra #Lecturas Total
MASE.16S 3,716
SMI.16S 3,425 714
MASE.18S 17,299
SMI.18S 16760 34059

Las secuencias alineadas se clasificaron en un total de 254 unidades
taxondmicas funcionales (OTU’s) de los genes 16S rRNA para la muestra de suelo
agricola MASE y 206 OTU's para la muestra de suelo minero SMI, mientras que para
los genes 18S rRNA se obtuvieron 98 y 110 OTU's respectivamente, de acuerdo con

el reporte emitido por el servicio de Macrogen Inc., (Korea).
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De la diversidad de la comunidad microbiana en cada suelo, se observo que
el suelo agricola MASE posee mayor riqueza de especies bacterianas (gen 16S
rRNA), mientras que la muestra de jales mineros (SMI) posee mayor diversidad de

especies eucariotas correspondiente al reino Fungi (gen 18S rRNA; Figura 5).

7.2 0.99 4.5 0.9
7 4 0.8
- 0.98
6.8 3.5 1 - 0.7
- 0.97 3 0.6
o 66 c c c
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6 1 0.2
- 0.94
5.8 0.5 0.1
5.6 . 0.93 0 . 0
MASE.16S SMI.16S MASE.185 SMI.18S

Figura 5. indices métricos de diversidad (Shannon y Simpson) para los genes 16S rRNA y
18S rRNA de cada muestra de suelo (Lopez-Pérez et al. 2015).

El indice de Shannon refleja el numero de los diferentes tipos de especies
presentes dentro de una base de datos. Simultaneamente también toma en cuenta
cémo se distribuyen de manera uniforme las entidades basicas (individuos). Valores
inferiores a dos se consideran bajos en diversidad, y, superiores a tres son altos en
diversidad de especies (Pla 2006).

El indice de Simpson indica como se distribuyen de manera uniforme las
especies y mide el grado de concentracion cuando los individuos son clasificados en
especies, nos permite medir la riqueza de organismos. Es la probabilidad de que dos
individuos, dentro de un habitat, seleccionados al azar, pertenezcan a la misma
especie. Es decir, cuanto mas se acerca el valor de este indice a la unidad existe una
mayor posibilidad de dominancia de una especie y de una poblacién; y cuanto mas se
acerque el valor de este indice a cero mayor es la biodiversidad de un habitat
(Simpson 1949).
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M. JUSTIFICACION

El As es un metaloide altamente toxico que representa un riesgo para el
medio ambiente y la salud humana. El As se usa principalmente en la agricultura
(plaguicidas), en la industria (acero, ceramica, etc.) y en la extraccion o purificacion
de otros minerales. Se dispersa a través del aire, agua y suelo llegando a la cadena
trofica. La exposicion prolongada al As puede causar cancer (principalmente en
pulmon, piel y vejiga) y lesiones cutaneas. También se ha asociado a problemas de
desarrollo, enfermedades cardiovasculares, neurotoxicidad y diabetes, por lo que la
intervencién mas importante consiste en prevenir que la poblacion se prolongue a la
exposicion de As. La combinacion del As con otros compuestos quimicos altera su
toxicidad segun la solubilidad del compuesto y segun la valencia del As en él. El As
se encuentra comunmente en forma inorganica [As (lll) y As (V)], cambiando su estado
de oxidacion por procesos redox en el medio ambiente natural. El As (lll) es mucho
mas toxico y mévil que el As (V), por lo que su transformacion puede influir en gran
medida en la salud humana. Debido a que el suelo en el Estado de Guanajuato,
México, es uno de los principales ambientes afectados por la contaminacion de As
procedente de la agricultura y la mineria, y al ser el habitat de una gran cantidad y
diversidad de especies de microorganismos que pueden adaptarse al estrés del
ambiente. Este estudio tiene por objetivo revisar el metagenoma previamente obtenido
de la comunidad microbiana de dos muestras de suelo (agricola y minero)
contaminadas con As. Asimismo, aislar, identificar molecularmente y seleccionar
microorganismos tolerantes, resistentes y capaces de Oxido-reducir altas
concentraciones de As, para estudiar su potencial biotecnoldgico en futuros procesos
de biorremediacion, lo cual aportara un mayor conocimiento de la fisiologia y se
podran establecer condiciones en laboratorio para el cultivo de microorganismos
importantes en la remediacion de suelos contaminados con elementos potencialmente

toxicos.

IV. HIPOTESIS

Los suelos contaminados con arsénico tienen una menor diversidad
microbiana, pero un mayor numero y diversidad de microorganismos capaces de

biotransformar este metaolide.
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V. OBJETIVO GENERAL

Concluir con el analisis del metagenoma de la comunidad microbiana de dos

muestras de suelo (agricola y minero) contaminadas con As y aislar, identificar

molecularmente y seleccionar microorganismos (bacterias y hongos) resistentes y/o

capaces de oxido-reducir altas concentraciones de As.

1)

2)
3)
4)
5)

6)
7)

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Concluir con el analisis de los datos del metagenoma de las muestras de suelo
agricola (MASE) y minero (SMI) y evaluar la biodiversidad de los organismos
presentes.

Revelar en el metagenoma aquellas especies de microorganismos (bacterias y
hongos) de interés biotecnoldgico en el area de biorremediacion.

Estandarizar medios de cultivo para el aislamiento de microorganismos
resistentes a As.

Seleccionar los microorganismos resistentes a As en ambos suelos (agricola y
minero).

Identificar las bacterias y hongos capaces de oxido-reducir las especies
quimicas de As [As (lll) y As (V)].

Identificar molecularmente las bacterias y hongos resistentes a As.

Analizar la presencia de genes involucrados en la biotransformacion de As en
los organismos resistentes.
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Materiales y Métodos

VI. MATERIALES Y METODOS

7.1 Identificacion de organismos con potencial biotecnolégico

Se realizd la identificacibn de organismos con posible potencial
biotecnoldgico en el estudio del metagenoma del suelo MASE y SMI. Una vez que las
secuencias analizadas se alinearon en la base de datos SILVA para el gen 16S rRNA
y en la base de datos del Genbank del NCBI para el gen 18S rRNA, se verifico la
fuente de aislamiento y caracteristicas del sitio de la especie de su secuencia mas
cercana, seleccionando aquellos organismos que fueron identificados en medios

alterados por algun factor contaminante.

7.2 Construccion del arbol filogenético

El analisis filogenético de la secuenciacion del metagenoma de MASE y SMI
de Lépez-Pérez et al. (2015), se realizé utilizando el software MEGA version 6.0
(Tamura et al. 2013), una vez obtenido el alineamiento con ClustalW o en su caso
MUSCLE, la construccién del arbol filogenético se realizd por el método Neighbor-
joining y 500 Bootstrap. La secuencia 16S rRNA de Sulfolobus metallicus fue usada

como grupo externo (out-group).

7.3 Preparacion de los medios de cultivo y diluciones de los suelos

Se utilizaron diferentes medios de cultivo para el aislamiento de los
microorganismos del suelo, los cuales fueron esterilizados a 121°C durante 15 min. Al
termino de la siembra los medios de cultivo inoculados fueron incubados segun las

especificaciones de cada medio de cultivo (Tabla 8).
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Tabla 8. Medios de cultivo para la busqueda de microorganismos de los diferentes tipos de

suelo (agricola y minero).

Especificaciones, Temperatura

Medios de Cultivo Composicion - - <.
y tiempo de incubacion

Extracto de suelo (esterilizado

durante 1 hora y filtrado) 500 g L-1 Recuento de microorganismos

Extracto de suelo Extracto de levadura 1 g L-1 oligotroficos
Concentrado (ESC) Glucosa 2 g L-1 Incubagcién 230°C
Agar 18 g L1
Agua destilada 1000 ml
Peptona de caseina (10 g L-1) Desarrollo 6ptimo de la mayoria
Luria Bertani (LB Broth) Extracto de levadura (5 g L-1) de los microorganismos.
Cloruro de sodio (5 g L-1) Incubar 24 h a 35 °C
Deaes (il g L) Para el cultivo de levaduras,
Agar Dextrosa Saboraud Peptona de carne (5 g L-1) hongos v ofros Microoraanismos
(DAS) Peptona de caseina (5 g L-1) gosy acidouricos 9
Agar (15 g L1)
Papa Dextrosa Infusién de papa (4 g L-1) Para el cultivo de levaduras y
(PD) Dextrosa (20 g L-1) mohos
Solucion A: 0.0812 M MgSO4 7H20
0.187 M NH4ClI
Medio quimico definido 0.07 M NaSOs4 Para el cultivo de bacterias
(CDM, Weeger et al., 0.574 mM Kz2HPO4 H72 ’
1999) 4.57 mM CaClz 2H20 prf

Solucién B: 4.8 mM Fe2S0O4 7 H20
Solucion C: 0.95 M NaHCOs3

La inoculacion de los microorganismos presentes en las diluciones de suelo
se llevo a cabo en el medio de cultivo extracto de suelo concentrado (ESC) del suelo
minero SMI (ESC-SMI), ESC del suelo agricola MASE (ESC-MASE), el medio Luria
Bertani (LB) y el medio Agar Dextrosa Saboraud (DAS), siguiendo la metodologia
reportada por Gondim-Porto (2013). Para preparar las diluciones a inocular se peso 1
g de muestra de suelo y se resuspendio en 9 ml de agua destilada estéril, la muestra
se homogeneizo tres veces durante 1 min, con 1 min de reposo entre cada una de
ellas. Posteriormente las diluciones decimales se realizaron tomando 1 ml de la
dilucién 10-1 y anadiendo 9 ml de agua destilada estéril para obtener la dilucién 10-,
asimismo se continuo hasta obtener la dilucion 10-6. Las siembras se comenzaron por
la muestra de mayor dilucién (10-6), inoculandose 100 pl en cada placa de medio de
cultivo por triplicado y se homogeneiz6 con una varilla en forma de “L” (Figura 6). El
medio Papa Dextrosa fue usado para la siembra de hongos aislados y el medio

quimico definido para el crecimiento de bacterias.
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Figura 6. A) Filtrado del medio de cultivo extracto de suelo concentrado (ESC-SMI). B)
Inoculacién de las diluciones (10-1-10-6) de suelo SMI.

Los cultivos que mostraron desarrollo de microorganismos en sus diferentes
diluciones fueron seleccionados para aislar colonias de bacterias y hongos por estria
cruzada, en medios de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de sales
de As [arsenito (NaAsOz2) y arsenato (HAsNa20a4)]. Las concentraciones de As
utilizadas fueron 20 y 50 mg de As (lll) kg-1 que corresponde a 0.67 y 1.5 mM de As
respectivamente (Figura 7), ademas de 5, 10, 15y 30 mM de las sales de arsenito [As
(IIN)] y arsenato [As (V)].

Figura 7. A) Proteccion usada en la manipulacion de As (guantes, bata, cubrebocas con
filtro y lentes protectores). B) Preparaciéon del medio de cultivo ESC enriquecido con As.

7.4 Identificacion de microorganismos aislados

Los microorganismos aislados fueron identificados molecularmente y
mediante su crecimiento y morfologia colonial de acuerdo con su color, forma,
elevacion, superficie, aspecto y bordes. Posteriormente se inocularon en los medios

de cultivo de acuerdo con lo reportado por Mellado et al. (2011) y se midié su curva
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de crecimiento celular por densidad optica (DO; a 600 nm) en un espectrofotometro
Lambda XLS marca PerkinEImer en el caso de las bacterias. En el caso de los hongos
se llevo a cabo la determinacién de biomasa micelial por el método del peso seco; la
biomasa total obtenida de cada matraz fue filtrada y lavada con abundante agua
desionizada vy, finalmente, llevada a un horno de secado a 105 °C, hasta peso
constante (Zapata et al. 2007). Una vez obtenido el crecimiento celular deseado las
bacterias y las esporas de los hongos fueron contadas con la camara de Neubauer y
observadas con el microscopio AXIO LabA1 marca Zeizz usando el objetivo 40 y
100X.

La identificacion molecular de los microorganismos aislados se describe en
los apartados siguientes, los cuales consisten en la extraccion de DNA de los
microorganismos aislados, la amplificacion de genes conservados y el analisis de la

secuenciacion obtenida.

7.4.1 Extraccion d e DNA de bacterias

La extraccion de DNA de bacterias se llevo a cabo con el método reportado
por Shuhaimi et al. (2001) realizando algunas modificaciones. Cuando las bacterias
se desarrollaron en medio liquido, primero se centrifugd el medio con la cepa
bacteriana a 5000 rpm por 5 min a 4 °C. Se desecho el sobrenadante y se recupero
la pastilla, para posteriormente ser lavada con 1 ml de agua destilada estéril (dos
veces), se deseché el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en el sobrenadante
restante. Cuando las bacterias se desarrollaron en medio solido se tomo una asada
de la cepa bacteriana (una cantidad considerable para formar una pastilla) y se
disolvié en 1 ml de agua destilada estéril, se centrifugdé a 5000 rpm por 5 min a 4 °C
para recuperar la pastilla y finalmente se resuspendi6 la pastilla bacteriana en el
sobrenadante restante. Una vez limpia la pastilla en ambos casos se procedié a
agregar 700 pl de amortiguador glucosa/Tris/EDTA (50 mM glucosa, 25 mM Tris/HCI,
y 10 mM de EDTA, pH 8). Se afiadi6 1.2 ul de lisozima (50 mg ml-1) y se incub6 a 37
°C durante 120 min. Las células fueron adicionalmente lisadas afadiendo 10 ul de
SDS al 25% (peso/volumen). Ademas, se agrego 5 ul de Proteinasa Ka 20 mg ml-1y
se incubd durante 60 min a 60 °C para completar la digestion de la proteina.
Posteriormente se adicion6 500 ul de una solucion de Fenol/cloroformo/alcohol

isoamilico (25:24:1 volumen), y se mezclé invirtiendo el tubo tres veces (lentamente).
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Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min, para transferir la capa superior resultante
a un tubo nuevo, adicionando un volumen igual de acetato de sodio 3 M (pH 5) y dos
volumenes de isopropanol. Se incubé 60 min a -20 °C y la mezcla se centrifugo a
13000 rpm 7 min a 4 °C. Se desechd6 el sobrenadante para lavar la pastilla con 500 pl
de etanol al 70% (volumen/volumen), reposando 15 min a -20 °C, se centrifugd
nuevamente la muestra a 13000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla finalmente contiene el DNA que se resuspendié en 50 ul de

agua destilada estéril.

7.4.2 Extraccion de DNA de hongos

En la extraccion de DNA de hongos, se tomé el micelio de los hongos con
una espatula de acero inoxidable (estéril) colocandolo en un mortero (estéril) para su
maceracion, se adicion6 500 ul de buffer de extraccién a 70 °C (200 mM de Tris-HCI
pH 8, 250 mM de NaCl, 25 mM de EDTA, 0.5% de SDS) y se agregé nuevamente 500
ul para realizar muy bien el macerado del micelio. Se recuperé el micelio macerado
en tubos eppendorf de 1.5 ml, después de esto se colocaron los tubos en el
thermoblock a 70 °C por 30 min y a la suspension formada con el buffer y los restos
celulares extraidos se le adicionaron 500 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) mezclando por inmersion durante 10 min. Se centrifugd a 13000 rpm de 10
a 20 min. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se adicioné 500 ul de
isopropanol frio mezclando por inmersién durante 1 min, nuevamente se centrifugo a
13000 rpm por 10 min, se desechd el sobrenadante. La pastilla se lavé con 500 pl de
etanol al 70% se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min, se desecho el sobrenadante.
Finalmente, la pastilla que contiene el DNA es diluida en 20 ul de agua destilada estéril
(Cruz-Avalos et al. 2019).

7.4.3 Medicion de la Integridad y cuantificacion del DNA
La integridad del DNA se verificd por electroforesis horizontal utilizando un
gel de agarosa 1% (masal/volumen), 80 V por 45 min, en tampon 1x TAE
(Tris, acetato y EDTA, pH 8). Las muestras de DNA se tifieron con Gel Red (1 pg-mL-
1) y se uso6 el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder. Las imagenes fueron capturadas en
Gel Doctv EZ Imager de BIO-RAD (Figura 8).
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Figura 8. A) Camara de electroforesis y fuente de poder, B) Gel de Agarosa.

La cantidad y calidad del DNA obtenido se determin6 con el NanoDrop Lite

Spectrophotometer marca Thermo Scientific a una absorbancia (A) de 260/280 nm.

7.4.4 Amplificacion del gen 16S rDNA y los ITS's4y 5

La amplificacion del gen 16S rDNA y los ITS's se realizé en un termociclador
T100™ Thermal Cycler marca BIO-RAD, por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se utilizé el DNA extraido de las bacterias y hongos a partir de un

cultivo puro. Las condiciones de PCR se describen en los siguientes apartados.

7.4.5 Condiciones generales para la amplificacion del gen 16S rDNA
Para la amplificacion del gen 16S rDNA se emplearon los oligonucleétidos

universales descritos en la Tabla 9.

Tabla 9. Secuencia de oligonucleétidos para la amplificacion del gen 16S rDNA (Weisburg et

al. 1991).
Nombre del oligonucleétido Secuencia (5°- 3)
fD1 CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT

En un tubo para PCR se colocé la mezcla de soluciones para llevar a cabo el
experimento. Cada tubo de PCR contenia un volumen total de 25 ul y la mezcla de

reaccion descrita en la Tabla 10.
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Tabla 10. Mezcla de reaccién por cada muestra examinada para la amplificacién del gen

16S rDNA.
Reactivo Volumen (ul)
H20 16.8
Buffer 10x (1x) 25
MgCl2 (50 mM) 1.5
dNTP’s (10 mM) 1
Oligo F 1
Oligo R 1
Platinum SuperFi Il (5U) 0.2
DNA (100 ng/ul aprox.) 1
Volumen final 25

Las condiciones de PCR consistieron en una temperatura de 95 °C durante 5
min para la desnaturalizacién inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95
°C durante 40 segundos. Se us6 un gradiente de temperatura de 50 a 60 °C por 1 min
en la etapa de alineamiento y 72 °C por 1 min en la extension. Para la extension final
se utilizé una temperatura de 72 °C durante 10 min y finalmente el termociclador se

programé para conservar las muestras a 4 °C.

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por Macrogen Inc., Korea. El
analisis de las secuencias (la correccién de electroferogramas y ensamble de
secuencias) se realizé utilizando el software SeqMan del paquete DNASTAR Inc. La
alineacion de secuencias se llevo a cabo usando la herramienta BLAST del NCBI y
RDP Classifier (Wang et al. 2007).

7.4.6 Condiciones generales para la amplificacion de los ITS
Para la amplificacion de los espaciadores internos transcritos (ITS) se

emplearon los oligonucledtidos descritos en la Tabla 11 (Vilgalys 2005).

Tabla 11. Secuencia de oligonucleétidos para la amplificacién de los ITS (White et al.

1990).
Nombre del oligonucleétido Secuencia (56~ 3")
ITS5-F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC
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En un tubo para PCR se colocé la mezcla de soluciones para llevar a cabo el
experimento. Cada tubo de PCR contenia un volumen total de 25 ul y la mezcla de

reaccion descrita en la Tabla 12.

Tabla 12. Mezcla de reaccién para la amplificacion de los ITS's 4y 5.

Reactivo Volumen (ul)

H20 17.2

Buffer 10x (1x) 2.5
MgCl2 (50 mM) 1
dNTP’s (10 mM) 1
Oligo F 1
Oligo R 1

Platinum SuperFi Il (5U) 0.3
DNA (100 ng/ul aprox) 1

Volumen final 25

Las condiciones de PCR consistieron en una temperatura de 94 °C durante 4
min para la desnaturalizacién inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 40 segundos. Se us6 un gradiente de temperatura de 55 a 65 °C por 40
segundos en la etapa de alineamiento y 72 °C por 40 segundos en la extension. Para
la extension final se utilizé una temperatura de 72 °C durante 10 min y finalmente el

termociclador se programo para conservar las muestras a 4 °C.

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por Macrogen Inc., Korea. El
analisis de las secuencias (la correccién de electroferogramas y ensamble de
secuencias) se realiz6 utilizando el software SeqMan del paquete DNASTAR Inc. La
alineacion de secuencias se llevo a cabo usando la herramienta BLAST del NCBI y
RDP Classifier (Wang et al. 2007).

7.5 Deteccion de la 6xido-reduccion de As

En la deteccion de microorganismos oOxido-reductores de As se siguio el
procedimiento reportado por Simeonova et al. (2004). El ensayo se baso en el analisis

colorimétrico de los precipitados formados por la reaccion de nitrato de plata (AgNO3)
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con As. El método es fiable y sensible para la deteccion de la oxidacion de As (lll) y la
reduccion de AS (V) y es posible utilizarlo en un amplio rango de pH (5.8 a 8.4). Una
vez obtenido el cultivo puro se lavaron las células suspendidas en 1.2 ml de agua
destilada estéril (DO a 600 nm de 0.4 a 0.6). Se colocaron 20 ul de las células
suspendidas en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se agregé 80 ul de amortiguador Tris-
HCI 0.2 M (pH 7.4) suplementado con As (lll) o As (V) en diferentes concentraciones.
Antes de la iniciacion de la reaccion de color, las muestras se incubaron de 72 a 120
horas a 28 + 2 °C/200 rpm y se comprobé su viabilidad resembrando la cepa en medio
de cultivo solido ESC. La reaccion se llevé a cabo con la adicion de 250 yl de AgNO3
0.1 M. La formacion del precipitado da coloraciones desde rojo parduzco para As (V)

y amarillo para As (lll) (Figura 9).

AsVI/Aslll 100/0 90/10 75/25 50/50 25/75 10/90 100/0 0/0

OC KM@ )

Figura 9. Determinacién del color del precipitado en funcion de la proporcion de As (V)/As
(1) (Simeonova et al. 2004).

Para identificar la 6xido-reduccion de arsénico en medio de cultivo ESC sélido
suplementado con As, las cajas Petri fueron inundadas con una solucion de AgNOs
0.1 M, un color rojo parduzco revela la presencia de As (V) en el medio, mientras que

la presencia de As (lll) se detecta por un color amarillo (Branco et al. 2009; Figura 10).

Figura 10. Determinacion de la 6xido-reduccion de arsénico por la reaccién colorimétrica
del As (V) o As (lll) con AgNOs (Branco et al. 2009).
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7.6 Identificacion de genes implicados en la transformacién quimica del As

La amplificacién de los genes implicados en la transformacion de las especies
quimicas de As se realizd usando oligonucledtidos degenerados como se describe a

continuacion.

7.6.1 Amplificaciéon del gen aoxB
La amplificacion del gen aoxB se realizd por PCR utilizando los
oligonucledtidos degenerados reportados por Inskeep et al. (2007) denominados
como primers #1F y #1R (Tabla 13) que codifican para la subunidad mayor de la

enzima arsenito-oxidasa (large Mo-pterin).

Tabla 13. Secuencia de oligonucleétidos degenerados del gen aoxB.

Nombre del
Secuencia (5°- 3')
oligonucleétido
#1F GTSGGBTGYGGMTAYCABGYCTA
#1R TTGTASGCBGGNCGRTTRTGRAT

B=G, ToC;M=A0oC;N=AC,G,0T;R=A0G;S=GoC;V=A,C,oG Y=CoT.

En un tubo para PCR se colocé la mezcla de soluciones para llevar a cabo el
experimento. Cada tubo de PCR contenia un volumen total de 25 ul y la mezcla de

reaccion descrita en la Tabla 14.

Tabla 14. Mezcla de reaccién para la amplificacion del gen aoxB.

Reactivo Volumen (ul)

H20 16.8

Buffer 10x (1x) 2.5

MgClz2 (50 mM) 1.5
dNTP’s (10 mM) 1
Oligo F 1
Oligo R 1

Platinum SuperFi Il (5U) 0.2
DNA (100 ng/ul aprox) 1

Volumen final 25
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Las condiciones de PCR consistieron en una temperatura de 94 °C durante 5
min para la desnaturalizacion inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 45 segundos. Se usé una temperatura de 44 °C por 45 segundos en la
etapa de alineamiento y 72 °C por 30 segundos en la extensién. Para la extension final
se utilizé una temperatura de 72 °C durante 7 min y finalmente el termociclador se

programé para conservar los tubos a 12 °C (Achour et al. 2007).

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por Macrogen Inc., Korea. El
analisis de las secuencias (la correccion de electroferogramas y ensamble de
secuencias) se realizé utilizando el software SeqMan del paquete DNASTAR Inc. La

alineacion de secuencias se llevd a cabo usando la herramienta BLAST del NCBI.

7.6.2 Amplificacion del gen arsB, ACR3(1) y ACR3(2)
En la amplificacion del gen arsB, ACR3(1) y ACR3(2), se realizé un PCR con

los oligonucleétidos degenerados descritos en la Tabla 15 por Achour et al. (2007),

que codifican para diferentes proteinas transportadoras de arsenito en la célula.

Tabla 15. Secuencia de oligonucledétidos degenerados para los genes arsB, ACR3(1),

ACR3(2).
Gen Nombre del oligonucleétido Secuencia (5- 3)
s darsB1F GGTGTGGAACATCGTCTGGAAYGCNAC
darsB1R CAGGCCGTACACCACCAGRTACATNCC
ACR3(1) dacr1F GCCATCGGCCTGATCGTNATGATGTAYCC
dacr1R CGGCGATGGCCAGCTCYAAYTTYTT
ACR3(2) dacrsF TGATCTGGGTCATGATCTTCCCVATGMTGVT
dacr4R CGGCCACGGCCAGYTCRAARAARTT

B=G, ToC;M=A0oC;N=A,C,G,0T;R=A0G;S=GoC;V=A,C,oG;Y=CoT.

En un tubo para PCR se colocé la mezcla de soluciones para llevar a cabo el
experimento. Cada tubo de PCR contenia un volumen total de 25 ul y la mezcla de

reaccion descrita en la Tabla 16.
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Tabla 16. Mezcla de reaccion para la amplificacion de los genes arsB, ACR3(1),

ACR3(2).
Reactivo Volumen (ul)
H20 16.8
Buffer 10x (1x) 25
MgCl2 (50 mM) 1.5
dNTP’s (10 mM) 1
Oligo F 1
Oligo R 1
Platinum SuperFi Il (5U) 0.2
DNA (100 ng/ul aprox) 1
Volumen final 25

Las condiciones de PCR consistieron en una temperatura de 94 °C durante 5
min para la desnaturalizacién inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 45 segundos. Se us6 una temperatura de 52.9, 55 y 52.7 °C por 45
segundos en la etapa de alineamiento para cada gen (arsB, ACR3(1), ACR3(2),
respectivamente) y 72 °C por 30 segundos en la extension. Para la extension final se
utilizé una temperatura de 72 °C durante 7 min y finalmente el termociclador se

programé para conservar los tubos a 12 °C (Achour et al. 2007).

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por Macrogen Inc., Korea. El
analisis de las secuencias (la correccién de electroferogramas y ensamble de
secuencias) se realizo utilizando el software SeqMan del paquete DNASTAR Inc. La

alineacioén de secuencias se llevd a cabo usando la herramienta BLAST del NCBI.

7.6.3 Amplificacion del gen arrA
En la amplificacion del gen arrA se realizd la PCR utilizando los
oligonucledtidos de la Tabla 17 reportados por Mirza et al. (2017) denominados como
primers CVF1 y CVR1 que codifican para la arsenato-reductasa con una talla de

amplicén de 330 bp.
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Tabla 17. Secuencia de oligonucleétidos degenerados del gen arrA.

Nombre del
Secuencia (5°- 3')
oligonucleétido
CVF1 CACAGCGCCATCTGCGCCGA

CVR1 CCGACGAACTCCYTGYTCCA

Y=CoT.

En un tubo para PCR se colocé la mezcla de soluciones para llevar a cabo el
experimento. Cada tubo de PCR contenia un volumen total de 25 pl y la mezcla de

reaccion descrita en la Tabla 18.

Tabla 18. Mezcla de reaccion para la amplificacion del gen aoxB.

Reactivo Volumen (ul)

H20 16.8

Buffer 10x (1x) 25

MgCl2 (50 mM) 1.5
dNTP’s (10 mM) 1
Oligo F 1
OligoR 1

Platinum SuperFi Il (5U) 0.2
DNA (100 ng/pl aprox) 1

Volumen final 25

Las condiciones de PCR consistieron en una temperatura de 95 °C durante 3
min para la desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 45 segundos. Se usé una temperatura de 60 °C por 45 segundos en la
etapa de alineamiento y 72 °C por 1 min en la extension. Para la extension final se
utilizé una temperatura de 72 °C durante 7 min y finalmente el termociclador se

programé para conservar los tubos a 12 °C (Mirza et al., 2017).

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por Macrogen Inc., Korea. El
analisis de las secuencias (la correccion de electroferogramas y ensamble de
secuencias) se realizé utilizando el software SeqMan del paquete DNASTAR Inc. La

alineacion de secuencias se llevd a cabo usando la herramienta BLAST del NCBI.
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7.7 Extraccion de proteinas

7.7.1 Extraccioén de proteinas bacterias

La extraccion de proteinas de bacterias se realiz6 con el método de
extraccion directo con la solucion de Laemmli (1970), la pastilla de bacteria
previamente lavada con agua destilada estéril fue mezclada con 50 ul de la solucion
de Laemmli (Tris 0.5 M, SDS al 20%, glicerol, B-mercaptoetanol, azul de bromofenol
0.02%) y puesta a ebullicion por 10 minutos. Una vez desnaturalizada, la muestra fue
cargada en un gel discontinuo de poliacrilamida SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) colocado en una camara vertical de electroforesis
(Mini-Protean Tetra Cell de BioRad) y se someti6 a un voltaje inicial de 80 V durante
20 minutos y 120 V aproximadamente 2 horas. Posteriormente se llevé a cabo la
tincion con azul brillante de Coomassie (G-250) durante 10 minutos y destincién
durante toda la noche. El gel fue visualizado en un fotodocumentador Gel DocTM EZ

Imagen marca BioRad (Gallardo et al. 2017).

7.7.2 Extracciéon de proteinas de hongo por el método de acido
tricloroacético (TCA)

Después del crecimiento de los hongos durante aproximadamente 6 dias en
medio PD, se recupera el micelio en papel filtro poro mediano (10 um) y se lava con
agua destilada estéril centrifugando a 13000 rpm durante 15 min. Se toma un gramo
de micelio y se coloca a -70 °C durante 24 horas. El micelio congelado es macerado
hasta obtener un polvo fino y se le agregan 3 ml de acido tricloroacético (TCA) al 10%
en acetona con 0.07% de [3-mercaptoetanol. La suspension se vortexea e incuba a -
20 °C durante una hora. La proteina es recuperada a 14000 rpm durante 20 min a 4
°C, desechando el sobrenadante. La pastilla es lavada con 500 pl de acetona con
0.07% v/v de 3-mercaptoetanol y posteriormente se deja secar. La rehidratacion de la
proteina se lleva a cabo con 100 ul de buffer de lisis (8 M urea, 2 M tiurea, 0.5%
CHAPS, 1% DTT y 1% de PMBS), vortexeando e incubando en hielo 3 veces durante
30 min. El lisado se centrifuga a 11700 rpm durante 30 min y se recupera el
sobrenadante (Lakshman et al. 2008). La proteina se cuantifica con el método de
Bradford (1976) y posteriormente se analiza en un gel SDS-PAGE (Gallardo et al.
2017).
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7.8 Cuantificacion de As

7.8.1 Determinacion de As por cromatografia liquida (HPLC)

La cuantificacion de las especies quimicas de As [As (lll) y As (V)] se realizo
en el Centro de Innovacion Aplicada en Tecnologias Competitivas (CIATEC) por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con la columna lon Pac AS21. Las
muestras de suelo MASE y SMI fueron digeridas con una mezcla 1:3 de acido nitrico
(HNO3) y acido clorhidrico (HCI) respectivamente durante tres horas a 100 °C y

filtradas (Filtro Ahlstrom, 10 um; Figura 11).

Figura 11. Digestion de 5 g de suelo + 10 ml de HNOs + 30 ml de HCI durante 3 horas a
100°C y su filtracién.

7.8.2 Determinacioén de As (V) por el método azul de molibdeno

Se utilizé el método azul de molibdeno de acuerdo con lo reportado por Tsang
et al. (2007), para determinar el As (V) presente en el sobrenadante del medio de
cultivo ESC-SMI, después de 72 horas de crecimiento de los microorganismos en el
medio. El método de azul de molibdeno determina concentraciones inferiores a 10
pgmol I-1 (0.7492 ug mil-1) de As (V), por lo que se realizé una curva de calibracién
(Figura 12) con las concentraciones descritas en la Tabla 19. La curva de calibracion
se analiz6 en el espectrofotometro Lambda 365 (doble haz) marca PerkinElmer a una
longitud de onda (A) de 845 nm (Tsang et al. 2007).
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Figura 12. Curva de calibracién con el método azul de molibdeno.

Tabla 19. Concentraciones de As (V) usadas para la curva de calibracién por el método azul

de molibdeno.

Concentraciéon Concentracion

N° de As (V) de As (V)
Hg ml-1 mM
1 0.0 0.0000
2 0.1 0.0013
3 0.2 0.0027
4 0.3 0.0040
5 0.4 0.0053
6 0.5 0.0067
7 0.6 0.0080
8 0.7 0.0093
9 0.8 0.0106
10 0.9 0.0120

7.8.3 Determinacion de As por Absorcion Atémica
La cuantificacion de arsénico total fue determinada por espectrometria de absorcion
atémica en el Centro de Innovacion Aplicada en Tecnologias Competitivas (CIATEC),
usando el equipo iCE 3000 Series (Figura 13) mediante flama, debido a la alta
concentracion de As de las muestras. Las muestras fueron diluidas 1:10 para su
cuantificacion y se realizé una curva estandar con concentraciones de 10, 20, 30, 40

y 50 ppm con una solucion de As (V) comercial estandar.
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Figura 13. uantificacién de As en el équipo iCE 3000 Espectrometro de Absorcion
Atémica.

7.8.4 Determinacion de As por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
Las muestras se analizaron con un microscopio electrénico de barrido TM-
1000 de Hitachi (Figura 14) operado a 15 KV con un detector de electrones
retrodispersados. Los analisis elementales se hicieron con un dispositivo de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) Oxford acoplado al microscopio, con un
tiempo de conteo de 60 s. Los analisis fueron realizaron en el Centro de Geociencias-

Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (Juriquilla, Querétaro).

Figura 14. Determinacion de As por Microscopio Electrénico de Barrido (MEB).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Composicion taxonémica de las comunidades microbianas de suelo
MASE y SMI

EL suelo MASE presentd una mayor diversidad de bacterias en comparacién
con el suelo SMI, ya que el indice de Shannon se estimé en 7.06 y 6.12
respectivamente (Figura 4), mientras que el suelo SMI presentd una alta diversidad
de hongos en comparacion con el suelo MASE de acuerdo con el indice de Shannon
estimado en 4.10 y 3.30 respectivamente (Figura 4). Se considera que los valores
inferiores a dos representan baja diversidad, y los valores superiores a tres
representan alta diversidad (Shannon 1948; Mora-Donjuan et al. 2017). Segun el
indice de Simpson, ambos suelos mostraron dominancia en el numero de especies de
bacterias, ya que este valor esta cerca de la unidad (MASE = 0.98, SMI = 0.95; Figura
4), mientras que el indice estimado para las especies de hongos mostré6 una menor
dominancia (MASE = 0.69, SMI = 0.85; Figura 4) (Simpson 1949).

En cuanto a la clasificacion de las bacterias, las Proteobacterias,
Acidobacterias y Actinobacterias fueron los phyla dominantes en los suelos MASE y
SMI, representando mas del 72.0% de la poblacioén total (Figura 15). El phylum
Proteobacteria fue el mas abundante en ambos suelos, comprendiendo 39.6% en
MASE y 36.4% en SMI (Figura 15). Las Acidobacterias fueron las segundas mas
abundantes, con 11.6% en MASE y 24.2% en SMI. Las Actinobacterias se encontraron

en mayor proporcion en suelos MASE (19.0%) que en suelos SMI (14.2%).
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Figura 15. Abundancia relativa a nivel de phylum de las bacterias presentes en las muestras
de suelo.

Al emplear el gen 16S rDNA, se identificaron un total de 197 géneros, 59 de

estos se encontraron en ambos tipos de suelos, sin embargo, muchos solo fueron
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identificados como géneros no cultivados o no identificados. La Figura 16 muestra 37
géneros de bacterias que se encontraron entre los mas abundantes en ambos tipos
de suelos (37% en MASE y 35.85% en SMI), destacando el género Bradyrhizobium y
los organismos no cultivados dentro de la familia Rhodospirillaceae, cuya presencia

fue mayor en los suelos MASE (6.59%) que en los suelos SMI (3.27%).
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Figura 16. Abundancia relativa de los géneros dominantes de bacterias en ambas muestras
de suelos. En el eje X, el género no cultivado se presentd con un guion bajo seguido por la
familia o el phylum al que pertenecen.

En cuanto a los hongos, el phylum Ascomycota fue el mas abundante en
ambas muestras de suelo, representando el 26.5% de las secuencias totales (31.9%
en MASE y 21.1% en SMI) (Figura 17). El phylum Glomeromycota solo se identifico

en los suelos SMI con 11.6%, Basidiomycota se identificd con 3.2% de las secuencias
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totales (0.6% en MASE y 5.8% en SMI), Zygomycota se encontré en 0.8% de las
secuencias totales (0.5% en MASE y 1.1% en SMI). Por otro lado, el 63.1% de las
secuencias en los suelos MASE y el 10.6% en los suelos SMI no fueron identificadas
mientras que el 49.8% de las secuencias en SMI y el 3.8% en MASE se clasificaron

como secuencias no asignadas (Figura 17).
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Figura 17. Abundancia relativa a nivel de phylum de los hongos de las muestras de suelo.

Mediante el uso de las secuencias del gen 18S rRNA, se obtuvieron un total
de 71 géneros (Lopez-Pérez et al. 2015), de los cuales 13 se encontraron en ambos
tipos de suelos, pero muchos representan géneros no identificados. Se encontraron
un total de 36 géneros de hongos entre los mas abundantes en las muestras de suelo

(19.5% en MASE y 27.0% en SMI) (Figura 18). Los géneros mas abundantes en los
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suelos MASE se presentan en la Figura 18 siendo el género Mortierella (0.49%) dentro
del filo Zygomycota el unico compartido dentro con SMI. Otros géneros en el suelo

SMI se presentan también en la Figura 18.
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Figura 18. Abundancia relativa del género dominante de hongos en ambas muestras de
suelos. En el eje X, el género no cultivado se presentd con un guion bajo seguido por la

familia o el phylum al que pertenecen.

8.2 Identificacion de organismos con potencial biotecnolégico en el perfil de
secuencias del 16S y 18S rDNA.

De las 380 cepas de bacterias identificadas en el perfil de secuencias del gen
16S rRNA del suelo MASE y SMI, 84 cepas corresponden con secuencias de bacterias
que fueron aisladas de fuentes contaminadas y se encuentran dentro de los phyla
Acidobacteria, Actinobacteria, Armatimonadetes, Bacteroidetes,
Candidate_division_OD1, Candidate_division_TM7, Chloroflexi, Gemmatimonadetes,

Nitrospirae, Planctomycetes y Proteobateria (Figura 19).
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Figura 19. Cepas de bacterias identificadas en medios contaminados. EI 100% corresponde

a 84 cepas.

De las 110 cepas de hongos identificados solo 5 cepas se reportan como
aisladas de fuentes contaminados y corresponden a los phyla Ascomycota (2 cepas),

Basidiomycota (2 cepas) y Zygomycota (1 cepa).

8.3 Aislamiento y seleccion de microorganismos resistentes a As

8.3.1 Suelo MASE
Se obtuvieron 24 aislados de bacterias cuando se inocul6 el suelo MASE en
medio ESC-MASE, no se obtuvieron aislados de hongos. De estos, 18 aislados de
bacterias fueron resistentes a 5 mM de As (lll) (16 aislados; Tabla 20) y As (V) (14
aislados; Tabla 20). Sin embargo, su capacidad para oxidar o reducir As fue negativa

con la reaccion de AgNOs (Figura 20).
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Tabla 20. Resultados de crecimiento de los aislados de bacterias de suelo agricola
MASE en 5 mM de As (lll) y As (V) y su 6xido-reduccion.

Aislado ESC-MASE +
(Bacteria) 5mM As (V)

ESC-MASE +
5 mM As (Ill)

Reduccioén As
(V) a As (1)

Oxidacion As
(Il a As (V)

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24

+
+*

+ 1+ o+ + 4+ 1 4+ 0

+

* &

*
*

>

*

*El crecimiento fue muy poco

+Se observa un halo incoloro en As (lll)
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Figura 20. Deteccion de las bacterias oxido-reductoras de arsénico. Columna 1 ESC-
MASE+As(lll), columna 2 ESC-MASE+As(V), columna 3 ESC-MASE+As(l1I)+AgNQOs y
columna 4 ESC-MASE+As(V)+AgNOs.

8.3.2 Suelo SMI
Se obtuvo un total de 71 aislados del suelo SMI. De los cuales 62 fueron
bacterias y nueve hongos. La Figura 21 y la Tabla 21 muestran las principales
caracteristicas morfolégicas de los microorganismos aislados. La mayoria resultaron
ser bacilos con esporas bacterianas y presentaron un color blanco nacarado y aspecto
cremoso. Aunque también se observaron colonias de color rojo claro, transparentes,

café y amarillas.
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Figura 21. Clasificacién de los aislados por morfologia microscopica.

Tabla 21. Morfologia de las colonias aisladas del suelo SMI

A

i

s -

Hongo/ Elevaci .
| . Color Forma ) Superficie Bordes
bacteria on

a

d

o
Blanco

1 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

2 Bacteria Irregular Convexa Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

3 Bacteria Irregular Convexa Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

4 Bacteria Irregular  Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado

Morfologia
Imagen 100x . .
microscépica

Bacilos bordes

rectos

Bacilos

Bacilos
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Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Blanco

5 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

6 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

7 Bacteria Irregular Convexa Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

8 Bacteria Irregular Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

9 Bacteria Irregular Convexa Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

10 Bacteria Irregular Convexa Seca Ondulado
nacarado
Blanco

11 Bacteria Irregular Convexa Brillante Ondulado
nacarado
Blanco

12 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado
Blanco

13 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado

Bacilos

S
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Blanco

14 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado Bacilos
nacarado
Blanco

15 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado Bacilos
nacarado
Blanco

16 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado Bacilos
nacarado
Blanco

17 Bacteria Irregular Convexa Seca Ondulado Bacilos
nacarado
Blanco

18 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado Bacilos
nacarado
Blanco

19 Bacteria Irregular Convexa Cremosa Ondulado Bacilos
nacarado
Blanco

20 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado
nacarado
Micelio
café,

21 Hongo _ _ _ _ _ _
espora
blanca

22 Hongo Negro _ _ _ _ _ _
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Blanco

23 Bacteria Irregular Convexa Brillante Ondulado
nacarado

24 Hongo Gris _ _ _ _ Esporas
Blanco

25 Bacteria Irregular Elevada  Superficial  Ondulado Bacilos
nacarado

26 Bacteria Amarilla Irregular Convexa Brillante Ondulado .:
Blanco

27 Bacteria transparen Puntiforme Convexa Brillante Ondulado Cocobacilos
te

Bacteria/
28 Levadur Café Circular Convexa Mate Entero -
a

29 Bacteria Rojoclaro  Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado F
Transpare

30 Bacteria Puntiforme  Elevada Brillante Ondulado Bacilos
nte
Blanco

31 Bacteria Irregular Convexa Brillante Ondulado Cocobacilos
nacarado
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32 Bacteria Amarilla Circular Convexa Brillante Entero Cocos
33 Bacteria Amarilla Circular Convexa Brillante Entero Cocos
34 Bacteria Amarilla Circular Convexa Brillante Entero
35 Bacteria Amarilla Circular Convexa Brillante Entero Cocobacilos
Transpare Bacilos bordes
36 Bacteria Irregular Convexa Brillante Entero
nte redondeados
37 Bacteria - - - - - -
Transpare
38 Bacteria Irregular Plana Brillante Ondulado Cocobacilos
nte
Blanco
39 Bacteria Circular Convexa Cremosa Entero Cocos
nacarado

40 Hongo

41 Hongo

Bacilos bordes
42 Bacteria Cremita Puntiforme  Elevada Cremosa Ondulado
redondeados
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Camel
43 Bacteria Circular Convexa Brillante Entero Filamentos
beige
44 Hongo _ _ _ _ _
45 Bacteria Beige Irregular Elevada Brillante Ondulado
46 Bacteria Beige Puntiforme  Elevada Brillante Ondulado
47 Bacteria Beige Puntiforme  Elevada Cremosa Ondulado
48 Bacteria Café Circular Convexa Mate Entero
49 Bacteria Beige Irregular Elevada Brillante Ondulado
50 Bacteria Café Circular Convexa Mate Entero
Blanco
51 Bacteria Irregular Elevada Brillante Ondulado
nacarado
Transpare Bacilos y
52 Bacteria Irregular Convexa Brillante Entero
nte COCOoS
Levadur
53 Café Circular Convexa Mate Entero _
a

67



Resultados

I

Transpare ; ) \

54 Bacteria Irregular Convexa Brillante Entero < Bacilos
nte

55 Bacteria Café Circular Convexa Mate Entero _
Camel

56 Bacteria Circular Convexa Mate Entero _
beige
Blanco

57 Bacteria Puntiforme  Convexa Brillante Ondulado Bacilos
nacarado
Transpare

58 Bacteria Puntiforme  Convexa Brillante Entero _
nte
Blanco

59 Bacteria Puntiforme Convexa  Cremosa Ondulado Bacilos
nacarado

60 Bacteria Amarilla Irregular Convexa Brillante Entero F

61 Bacteria Coral Irregular Convexa Cremosa Ondulado

62 Bacteria Amarilla Irregular Convexa Brillante Entero F
Blanco

63 Bacteria Puntiforme Plana Brillante Ondulado Bacilos
nacarado

64 Hongo _ _ _ _ _ _
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65

Bacteria

Convexa

Mate

Entero

Filamentos

66

Bacteria

Convexa

Cremosa

Ondulado

Cocobacilos

67

Hongo

68

Bacteria

69

Hongo

70

Bacteria

Elevada

Brillante

Entero

Bacilos

71

Bacteria

Convexa

Seca

Ondulado

Filamentos

De los 71 aislados del suelo SMI, se trabajé con un total de 55 aislados de

bacterias y 9 de hongos. De estos, 44 aislados de bacterias fueron capaces de crecer
en As (V) 5 mMy 45 crecieron en As (lll) 5 mM (Tabla 22). En este caso, 21 aislados

de bacterias pudieron reducir As (V), sin embargo, no se detectd la oxidacion de As

(1) (Tabla 22 y Figura 22). Cabe destacar un halo incoloro que se observo en el medio

de cultivo suplementado con 5 mM de As (lll) en la reaccién con AgNOzs (Figura 22).

Esto podria indicar que la oxidacion quimica de As (lll) esta ocurriendo, a pesar de no

mostrar la coloracion tipica, amarillo para As (lll) y marrén rojizo para As (V)
(Simeonova et al. 2004; Branco et al. 2009).

69



Resultados

Tabla 22. Resultados de crecimiento de los aislados de bacterias de suelo SMI en

5 mM de As (lll) y As (V) y su 6xido-reduccion.

Aislado ESC-SMI + 5 ESC-SMI +5 Reduccion As (V)  Oxidacion As (lll)
(Bacteria) mM As (V) mM As (lil) a As (lll) aAs (V)
1 + + + -
2 +* + + -
3 + + + -
4 + +* + -
5 + + + -.
6 - +* - -
7 +* +* + -¢
8 +* + + -
9 +* + + -
10 + + + -.
11 +* +* - -
12 +* + . -e
13 +* + + -.
14 +* + + -
15 + +* + -
16 + + + -
17 - +* - -
18 +* - - -
19 - +* - -
20 + + + -
23 + +* - -
25 - +* - -
26 + +* _* -
27 + +* - -
28 + - - -
29 + +* - -
31 + +* - -
32 +* +~k - -
33 +* +* - -
34 +* +* - -
35 +* +* - -
36 - - - -
38 +* +* - -
39 + +* - -
42 +* + -.
43 + - - -
45 + + - -
46 + + + -
47 + + + -
48 +* - - -
49 +* + + -
51 + + + -*
52 + + > -
55 - - - -
56 - - - -
57 +* + - -
58 + + + -
59 + + + -
60 +* + - -
61 + + + -
62 + - - -
63 - - - -
65 - - - -
66 + + -* -
71 - - - -

*El crecimiento fue muy poco

+Se observa un halo incoloro en As (lll)
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Figura 22. Deteccion de las bacterias 6xido-reductoras de arsénico. Columna 1 ESC-
SMI+As(V), columna 2 ESC-SMI+As(lIl), columna 3 y 5 ESC-SMI+As(V)+AgNOs, columna 4
y 6 ESC-SMI+As(lIl)+AgNOs.
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La mayoria de los hongos aislados pueden crecer en concentraciones de
sales de As 5 mM (Tabla 23), a excepcidn del aislado 40 que no se desarrolla en As
(V) y los aislados 21, 22, 40 y 64 que no se desarrollan en As (lll). No se detectd que
los hongos fueran capaces de oxidar el As (lll). Los aislados 44, 67 y 69 son capaces
de reducir el As (V) (Figura 23 y 24).

Tabla 23. Resultados de crecimiento de los aislados de hongos en 5 mM de As (lll)

y As (V) y su oxido-reduccion.

Aislado  ESC-SMI+5 ESC-SMI+5 Ri"s'“('\;f)':“ Oxidacién As (lll)
(Hongo) mM As (V) mM As (lll) As (lll) aAs (V)
21 ¥ - - -

22 +* - - _
24 - ¥ ; ]
40 - - - -
41 + + - -
44 + + + -
64 + - -
67 + + + -
69 + + + -

*El crecimiento fue muy poco

Figura 23. Deteccién de los hongos oxido-reductores de As. 1Ay 4A tienen como medio de
cultivo ESC-SMI+As(V), 2A 'y 3A ESC-SMI+As(lll). 1B y 4B ESC-SMI+As(V)+AgNOQOs, 2B y
3B ESC-SMI+As(lIl)+AgNO:s.
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Figura 24. Prueba de reduccién de As (V) del hongo 44 en medio de cultivo ESC-
SMI+As(V)+AgNOs (figura derecha).

En la Figura 24 se puede observar que el hongo realizé la reduccién de As
(V) (color marrén) a As (lll) (coloracidon amarilla), donde alcanzd un crecimiento

favorable.

8.3.3 Prueba de tolerancia a diferentes concentraciones de As (lll) y (V) de
microorganismos aislados del suelo SMI

Los aislados de bacterias 2, 3, 5, 9, 10, 20, 46, 47, 49, 51, 59 y el hongo 44
se seleccionaron por su resistencia a As y su capacidad para reducir As (V) y fue
probada su tolerancia a altas concentraciones de As (Tabla 24). Las bacterias
presentaron un mejor crecimiento en As (V) incluso a concentraciones 30 mM,
mientras que en As (lll), solo los aislados 2, 9 y 20 crecieron a concentraciones 15
mM. En cambio, el hongo 44, present6 un desarrollo mas favorable en As (Ill) (Figura
27), sin embargo, éste logré crecer en 30 mM de ambas sales (Tabla 24). No obstante,
cuando el hongo crecio en el medio enriquecido con As (lIl), su biomasa disminuyo en
un 35.63% con respecto al medio sin As, mientras que cuando crecié en el medio
enriquecido con 5 mM de As (V), su biomasa disminuyé hasta en un 51.87%, con

respecto al medio sin As a las 168 horas de crecimiento (Figura 25).
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Tabla 24. Resistencia de microorganismos a diferentes concentraciones de sales

de As.
As (lll) As(ll) As(lll) As (V) As (V) As (V)
Aislado
OmM 15mM 30mM 10 mM 15mM 30 mM
2 + + - + + +
3 + * - + + +
5 + * - + + +
9 + + - + + +
10 + * - + + +
20 + + - + + +
44 + + + + + +
46 + - - + + +
47 + * - + + +
49 + * - + + +
51 + * - + + +
59 * - - * + +
*Poco crecimiento
10.0
9.0
8.0
Z 70
£
w 6.0
£
o 5.0
@
g 40 ® 44-H
a 30
2.0
1.0
0.0
PD PD+As Il PD+As V

Medio de Cultivo

Figura 25. Biomasa de la cepa del hongo 44 en medio PD con y sin As. PD: medio papa
dextrosa sin As; PD+Aslll: medio PD suplementado con 5 mM de As (lll) y PD+AsV: medio
PD mas As (V) 5 mM.
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8.4 Identificacion molecular de los microorganismos resistentes a As

DNA de Bacterias. Se logro la extraccion de DNA de buena calidad de los aislados
de bacterias resistentes a As que se desarrollaron en el medio de cultivo LB (liquido),
para evitar interferencias con restos de solidos del suelo en el medio liquido ESC-SMI.
Sin embargo, también se llevo a cabo la extraccion de DNA de bacterias que crecieron

en medio sélido ESC-SMI. Algunos de los geles se presentan en las Figuras 26 y 27.
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Figura 26. Extraccion de DNA de bacterias (el nimero 2 en paréntesis significa duplicado).
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Figura 27. Extraccion de DNA de bacterias aisladas del suelo SMI.
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DNA de hongos. Se logro la extraccion de DNA de buena calidad de los hongos de
suelo SMI, se obtuvieron bandas superiores a las 12 Kb respecto al marcador 1Kb
Plus DNA Ladder (Figura 28 y 29). Para obtener el DNA los hongos fueron inoculados

en medio de cultivo DAS.

1 Kb Plus

44H
44H

bp

12000 —>

5000 >

2000 —>

1000 —|

100 >

Figura 28. Extraccion de DNA del hongo 44, aislado de suelo SMI.
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Figura 29. Extraccion de DNA de hongos aislados del suelo SMI.
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Amplificacion del gen 16S rDNA e ITS. Del total de DNA extraido de las diferentes
cepas de hongos y bacterias se logro la amplificacion del gen 16S rDNA de 15 cepas
de bacterias con un tamano de aproximadamente 1500 pares de bases (algunos
resultados se presentan en la Figura 30), que corresponde al tamafio del amplicon del
gen 16S rDNA que originan los oligonucleétidos universales (Rodicio & Mendoza,
2004). También se logro la amplificacién de 5 aislados de hongos con los ITS's4y 5

con un tamafio de amplicon de aproximadamente 650 bp (Figura 30).
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Figura 30. Amplificacion por PCR de DNA de bacterias y hongos usando los
oligonucledtidos ITS4 e ITS5 (carril 2-6) y los oligonucledtidos DIy rP2 para el gen 16S
rDNA (carril 7-15).

La amplificacion de la region ITS con los cebadores especificos ITS4 e ITS5
evidencido gran homogeneidad para todas las muestras analizadas. El fragmento
obtenido para todos los aislamientos tuvo un tamafio aproximado de 650 pares de
bases (Figura 32). En un estudio realizado por Peteira et al. (2008) se encontr6 que
los fragmentos obtenidos con los ITS4 e ITS5 tuvieron un tamafo aproximado de 850
pares de bases, sin embargo, se ha demostrado que una identificacion precisa no

siempre requiere la amplificacién completa del gen (Rodicio & Mendoza 2004).
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Alineamiento de secuencias. De acuerdo con la base de datos GenBank, las
bacterias reductoras de As pertenecen a los géneros Bacillus y Williamsia (Tabla 25y
26). Los géneros Sphingomonas 'y Nocardioides mostraron resistencia a 5 mM de As;
sin embargo, no pudieron reducirlo. Del mismo modo, el género Lysobacter fue
resistente a 5 mM de As (lll) y (V), pero no fue capaz de oxido-reducir el metaloide.
De los nueve aislados de hongos obtenidos de las muestras de SMI, solo tres
mostraron la capacidad de reducir As (V), todos identificados dentro del género
Penicillium (Tabla 25 y 26).
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Tabla 25. Identificacién molecular de los microorganismos aislados.

Aislado Reino Phylum Clase Orden Familia Género Especie
24 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales *Trichocomaceae Penicillium -
44 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales *Trichocomaceae Penicillium rubens (99%)
Acceso LT558870.1
67 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales *Trichocomaceae Penicillium granulatum (99%)
AccesoDQ681334.1
69a Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales *Trichocomaceae Penicillium sp. SC10 (99%)
Acceso FJ647577.1
698 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales *Trichocomaceae Penicillium Chrysogenum
(100%)
Acceso KP003823.1
Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus sp. (99%)
2 Acceso HQ317155.1
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Hf 0,
3 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus simplex (100%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) Acceso KJ831621.1
6 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
9 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus simplex (99%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) Acceso MG645295.1
20 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus muralis (100%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) Acceso MG011540.1
29 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales  Sphingomonadaceae  *Sphingomonas  uncultured sp. (99%)
(100%) (100%) (100%) (94%) (94%) (86%) Acceso HM438587
45 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus aryabhattai (99%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) Acceso MF109128
Bacillus simplex
47 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Falsibacillus (99%) P
(100%) (100%) (100%) (100%) (94%) (92%) °
Acceso MF581431.1
49 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus megaterium (99%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) Acceso MK544829.1
51 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus sp (99%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) Acceso MK110993.1
59 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus megaterium (99%)
(] o () o () (] cceso .
100% 100% 100% 100% 100% 100% A KM374746.1
60 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Nocardioidaceae *Nocardioides sp. (96%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (75%) Acceso KF964673
61 Bacteria Actinobacteria Actinobacteridae Actinomycetales Nocardiaceae Williamsia sp. (100%)
(100%) (100%) (100% (100%) (85%) (80%) Acceso KX900602
62 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae *Lysobacter uncultured (100%)
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (94%) Acceso LT795628
Bacteria Actinobacteria uncultured (87%)
(96%) (74%) Acceso KC554531

* Similar al encontrado en la secuenciacion del metagenoma del suelo MASE y SMI.

En la Tabla 26 se presentan los aislados de bacterias y hongos que fueron

registrados en el banco de base de datos de NCBI, asi como su numero de acceso.
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Tabla 26. Identidad de bacterias reductoras de As y aislados de hongos

registrados en el banco de datos de NCBI.

. % E- % Secuencia mas Nuamero de Acceso e o
Aislado Cobertura valor Identidad cercana Registrado Identificacion
2 99 0.0 99.93 HQ317155.1 MN498033 Bacillus sp.
3 99 0.0 100.00 KJ831621.1 MN498034 Bacillus simplex
9 100 0.0 98.72 MG645295.1 MN498035 Bacillus simplex strain
LRV34
20 99 0.0 100.00 MG011540.1 MN498036 Bacillus muralis strain
HIS3200905
47 100 0.0 99.86 MF581431.1 MN498037 Bacillus simplex strain Md1-
25
49 100 0.0 99.93 MK544829.1 MN498038 Bacillus megaterium strain
LB11
51 100 0.0 99.66 MK110993.1 MN498039 Bacillus sp. strain Whitaker
B12
59 99 0.0 99.28 KM374746.1 MN498040 Bacillus megaterium strain
187
61 89 0.0 84.67 EU073114.1 MN498041 Williamsia sp. SY3
44 97 0.0 99.50 LT558870.1 MN493046 Penicillium rubens
67 99 0.0 99.02 DQ681334.1 MN493047 Penicillium granulatum
isolate 732
69 99 0.0 99.65 MK267409.1 MN493048 Penicillium chrysogenum

isolate E20332

8.5 Deteccion de los genes involucrados en la detoxificacion y metabolismo

del As en la célula microbiana

De los 21 aislados de bacterias que revelaron actividad reductora de As, ocho
de ellos mostraron un crecimiento significativo en el medio ESC-SMI suplementado
con As (aislados 1, 2, 3, 9, 47, 49, 51, 59). Estos aislamientos fueron seleccionados
para explorar la presencia de los cinco genes relacionados con el metabolismo de As
en bacterias (aoxB, arsB, ACR3(1), ACR3(2) y arrA). A pesar de encontrar amplicones
con el tamafo esperado de los genes en los aislados seleccionados (Figura 31, 32 y
33), solo el gen arsB fue identificado por su secuencia (Tabla 27). Este gen codifica
para una proteina de transporte de arsenito y explica la capacidad de las bacterias
para reducir As (V) (Achour et al. 2007). Los aislados 1, 2, 3, 47 y 59 pueden contener
el gen arrA que codifica para una arsenato-reductasa (Figura 33), un elemento muy
importante del sistema de reduccién de arsénico microbiano con un amplicon de
aproximadamente 330 pb (Mirza et al. 2017). Sin embargo, sus secuencias eran
ambiguas y solo indicaban que el producto de PCR era parte del genoma de Bacillus
(Tabla 28).
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Figura 31. Amplificacion por PCR del gen aoxB (500 bp) de las bacterias suelo SMI.
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Figura 32. Amplificaciéon por PCR del gen arsB (750 bp) de las bacterias de suelo SMI.
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Figura 33. Amplificacién por PCR del gen arrA de las bacterias de suelo SMI. Figura de la
izquierda amplificaciones obtenidas. Figura de la derecha purificacion de la banda de
330 bp.

Tabla 27. Identificacion molecular del producto de PCR del gen arsB.

Aislado Gen Resultado en la plataforma de NCBI
1 arsB Bacillus sp. A12 partial putative arsB gene for putative arsenite efflux pump, isolate A12.
Acceso AM283009.1
2 arsB MULTISPECIES: arsenic transporter [Bacillus] ] (99% de identidad y 97% de cobertura)
(B. sp) Acceso WP_095678232.1
3 arsB MULTISPECIES: arsenical efflux pump membrane protein ArsB [Bacillales] (93% de identidad y
(B. simplex) 99% de cobertura)
Acceso WP_062182597.1
9 arsB arsenical efflux pump membrane protein ArsB [Bacillus simplex] (99% de identidad y 99% de
(B. simplex) cobertura)
Acceso WP_063594304.1
47 arsB arsenical efflux pump membrane protein ArsB [Bacillus simplex] (97% de identidad y 98% de
(B. simplex) cobertura)
Acceso WP_063594304.1
49 arsB  ABC transporter permease, partial [Bacillus megaterium] (98% de identidad y 61% de cobertura)
(B. megaterium) Acceso RBN39773.1
51 arsB Bacillus sp. BO5 partial putative arsB gene for putative arsenite efflux pump, isolate BOS.
(B. sp) Acceso AM283013.1
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Tabla 28. Identificacion molecular del producto de PCR del gen arrA.

Aislado Gen Resultado en la plataforma de NCBI
1 arrA  Bacillus simplex strain SH-B26, complete genome (88% de identidad y 46% de cobertura)
Acceso CP011008.1
2 arrA MULTISPECIES: RNase adapter RapZ [Bacillus] (97% de identidad y 84% de cobertura)
(B. sp) Acceso WP_056524506.1
3 arrA -
(B. simplex)
47 arrA -
(B. simplex)
59 arrA -

(B. megaterium)

En la Tabla 29 se presenta el numero de acceso registrado en el banco de
datos de NCBI para el gen arsB que codifica la proteina de transporte de arsenito en
las bacterias que pertenecen al género Bacillus: B. sp aislado 2 (No. MN535303), B.
simplex aislado 3 (No. MN535304), B. simplex aislado 9 (No.MN535305), B. simplex
aislado 47 (No. MN535306 ), y B. megaterium aislado 49 (No. MN535307).

Tabla 29. Identidad de los genes arsB registrados en el banco de datos de NCBI.

Aislado Gen % E- % Secuencia mas N;T:erg: © Proteina codificada
Cobertura valor Identidad cercana Regi
egistrado
arsenical efflux pump
(B.zsp) arsB 97 12;;3 98.74 WP _063577217.1  MN535303 m‘“'[g‘;’crf},';?s ‘;;‘_’tE'J”A’.*r[SB
20673]
3 26- arsenical efflux pump
(B. simplex) arsB 99 128 93.14 WP_06282597.1 MN535304 membrane protein ArsB
’ [Bacillales]
9 Ze- arsenjc traqspoﬂer
(B. simplex) arsB 99 137 99.02 WP_095396509.1 MN535305 [Bacillus simplex]
47 3e- WP_095396509.1 arsenic transporter
(B. simplex) @SB 98 148 9676 MN535306 [Bacillus simplex]
49 ABC transporter
(B. arsB 61 9e-86 97.78 RBN39773.1 MN535307 permease, partial
megaterium) [Bacillus megaterium]
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8.6 Exploracion en el patron de bandeo de proteinas en geles SDS-PAGE

Se explor6 el patrén de bandeo de proteinas del hongo Penicillium rubens
capaz de reducir el As (V) a As (lll) y ademas que mostré un mejor crecimiento en
medio de cultivo enriquecido con As (lll) que con As (V) (Figura 34). Se observé que
el patron de bandeo muestra diferencias entre los 80-85 kDa para el carril 4 (una

banda mas marcada), los 25 kDa en el carril 4 (ausencia de la banda) y entre 15 a 20

kDa (ausencia de la banda en el carril 2).
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44-H PD+AsV
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Figura 34. Gel SDS-PAGE del hongo Penicillium rubens, con una concentracion de
proteinas de 15 pug ml-1. Carril 1: marcador de proteinas BenchMark (kDa). Carril 2:
crecimiento en medio PD (44-H PD). Carril 3: crecimiento en medio PD mas 5 mM de As (lll)
(44-H PD+AslIIl). Carril 4: crecimiento en medio PD mas 5 mM de As (V) (44-H PD+AsV).

La banda marcada entre el peso de 80-85 kDa posiblemente corresponda a
una proteina de membrana de la bomba de flujo arsenical (Acceso: KXG52481.1) con
un peso de 81.37 kDa y correspondiente al organismo Penicillium griseofulvum
(Banani et al. 2016). Las posibles proteinas que se encuentran entre los 15y 20 kDa
podrian corresponder a una arsenato reductasa, necesaria para la resistencia a As
con un peso de 17.08 kDa (Acceso: CD0O52751.1), también una proteina hipotética

que corresponde a una arsenato reductasa y relacionada con una fosfatasa activa en

84



Resultados

la division celular con un peso de 16.22 kDa (Acceso: KZN93060.1) reportada por
Specht et al. (2014).

Cuando se realiz6 la extraccion de proteinas del hongo Penicillium rubens a
una concentracion de 10 mM de As se obtuvo el patrén de bandeo de la Figura 35.
Se observo una banda marcada a los 80 kDa en el carril 3y 4, que no estuvo presente
cuando el hongo crecido sin As (Figura 35, carril 2). Esta banda podria estar
relacionada con una proteina transportadora de expulsién de arsenito perteneciente
al hongo Metarhizium acridum con un peso molecular de 82.93 kDa (Acceso:
XP_007815226).

44-H PD+As lll

15:——»

Figura 35. Gel SDS-PAGE del hongo Penicillium rubens, con una concentracion de
proteinas de 10 pg ml-1. Carril 1: marcador de proteinas BenchMark (kDa). Carril 2:
crecimiento en medio PD sin As. Carril 3: crecimiento en medio PD suplementado con 10

mM de As (lll). Carril 3: crecimiento en medio PD suplementado con 10 mM de As (V).

La bacteria Bacillus simplex (aislado 47), también fue seleccionada para la
extraccion de proteinas en medio de cultivo ESC-SMI con y sin As. La bacteria mostro
un mejor desarrollo en ESC-SMI sin As y en ESC-SMI enriquecido con As (V), por lo
que en el carril 3y 6 de la Figura 36, no se observo extraccion de proteinas alas 48 y

72 horas ya que no hubo crecimiento de la bacteria.
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47-B SMI+As 11l (48 hrs)
47-B SMI+As V (48 hrs)
47-B SMI+As 11l 72 hrs)
47-B SMI+As V (72 hrs)
47-B SMI+As 11l (144 hrs)
47-B SMI+As V (144 hrs)
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Figura 36. Gel SDS-PAGE de Bacillus simplex (aislado 47).

En el carril 9y 10 de la Figura 36 se observo una banda de aproximadamente
39 kDa, que posiblemente corresponda a una proteina de resistencia a arsenito
relacionada con el gen arsB (Acceso: EEN02445.1) y reportada en el organismo
Bacillus thuringiensis IBL 4222 con un peso de 38.90 kDa y 350 aminoacidos (aa) de
longitud (Zwick et al. 2012). Ademas, otra proteina con un peso de 39.09 kDa podria
estar relacionada y posiblemente sea una proteina de unién a fosfato periplasmico de
alta afinidad (Pfluding) ligada a arsenato (Acceso: 4F19_A; Elias et al. 2012). En 61.53
y 64.92 kDa se podria relacionar la banda observada en el carril 9 y 10 con un
transportador de arsénico ABC ATPase (Acceso: KLN73343.1 y KEZ46966.1). Sin
embargo, faltan mas estudios (secuenciacion de proteinas) para comprobar que estas

proteinas estén relacionadas.

8.7 Cuantificacion de As

En la cuantificacidn de As se probaron cuatro métodos para poder determinar

la especie quimica de As (lll o V), en el medio de cultivo donde se desarrollaban los
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microorganismos y comprobar si eran oxido-reductores de As. En la cuantificacién por
cromatografia liquida (HPLC) se obtuvo que el suelo SMI con una profundidad de
muestreo de 20 cm es el que presentd la mayor concentracién tanto de As (lll), asi
como de As (V) (Tabla 30). Mientras que para el medio de cultivo ESC-SMI
suplementado con sales de As el método no fue el adecuado, ya que el medio de
cultivo por el origen de sus componentes (jales mineros), reaccionaba y formaba

cristales que no permitian su tratamiento.

Tabla 30. Concentracion de As (lll) y As (V) en el suelo MASE y SMI.
Muestra de suelo As (V) (mugL-1) As(lll) (mugL-)

MASE 2839 31.71
SMI (0-10 cm) 7184 49.95
SMI (0-20 cm) 16301 52.00

En la determinacion de As (V) por el método con Azul de Molibdeno, se
observo que el medio de cultivo ESC-SMI presenté interferencia con el fosfato (POa4)
cambiante del medio (ya que la concentracion de POs4 tiende a variar en el extracto de
suelo), por lo que se usé un medio homogéneo en cuanto a su composicion para la
cuantificacion de As (V) y fosfato (medio de cultivo PD). Se realizé un barrido para
ubicar la longitud de onda a la que se absorbe la coloracion de las muestras con el
método azul de molibdeno, obteniéndose el pico dentro de la longitud de onda
reportada por Tsang et al. (2007) aproximadamente a 845 nm. La curva de calibracion
(concentraciones de 0-0.9 uyg ml-1 = 0-0.012 mM de As (V)) resulté tener una
R2=0.9967 muy cercana a 1, por lo que la calidad del modelo resulté buena. El medio
de cultivo PD sin As y sin hongo (PD Blc) presenté una concentracion promedio de
0.4495 mM (Tabla 31), que corresponde a la concentracion de PO4 en el medio, ya
que éste no contiene As. Cuando al medio de cultivo PD sin As (PD+44H) se le agrega
el microorganismo (Penicillium rubens) se observd una disminucion en la
concentracion de fosfato (0.2339, 0.1826, 0.2149, 0.2473, 0.2244, 0.2092 mM; Tabla

31) que posiblemente el microorganismo este usando para su desarrollo.
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Tabla 31. Cuantificacion de As (V) y PO4 en el sobrenadante del medio de cultivo PD donde

crecio P. rubens.

‘o Concentracion
Concentracion

Muestra asgzl::)(:dr\igia obtenida Factor dilucion mM
(mM) (As (V)+ POs)
Repeticion 1
Blanco (Blc) H20 -0.0002 0.0001 1 0.0001
PD Bic 0.0077 0.0004 1000 0.4451
PD+44H 1 0.0022 0.0002 1000 0.2339
PD+44H 2 0.0008 0.0002 1000 0.1826
PD+AsV+44H 1 0.1148 0.0045 1000 4.5171
PD+AsV+44H 2 0.1283 0.0050 1000 5.0325
PD+AsllI+44H1 0.1190 0.0047 1000 4.6788
PD+AsllI+44H2 0.1251 0.0049 1000 4.9108
Repeticion 2
Blc H20 con KMnO4 0.0001 0.0002 1 0.0002
PD Blc 0.0080 0.0005 1000 0.4546
PD+44H 1 0.0017 0.0002 1000 0.2149
PD+44H 2 0.0025 0.0002 1000 0.2473
PD+AsV+44H 1 0.1169 0.0046 1000 4.5989
PD+AsV+44H 2 0.1463 0.0057 1000 5.7153
PD+AsllI+44H 1 0.1345 0.0053 1000 5.2684
PD+Aslll+44H 2 0.1345 0.0053 1000 5.2665
No se determina As (lll) (El medio no es oxidado con KMnOs4)
Blc H20 sin KMnO4 0.0090 0.0005 1 0.0005
PD Blc 0.0078 0.0004 1000 0.4489
PD+44H 1 0.0019 0.0002 1000 0.2244
PD+44H 2 0.0015 0.0002 1000 0.2092
PD+AsV+44H 1 0.0054 0.0004 1000 0.3557
PD+AsV+44H 2 0.0040 0.0003 1000 0.3024
PD+AsllI+44H 1 0.0052 0.0003 1000 0.3500
PD+AsllI+44H 2 0.0045 0.0003 1000 0.3233

Los numeros 1y 2 representan los duplicados del experimento

En el caso del medio PD con 5 mM de As (V) (PD+AsV+44H), se obtuvo una
concentracion promedio de 4.9660 mM de AsV+POs4, aproximadamente la misma
concentracion de As (V) que fue agregada al medio, y en algunos casos supera la
concentracion 5 mM que puede incluir la interferencia con fosfato (Tabla 31). Cuando
el medio es enriquecido con As (lll) y es oxidado por KMnOs4, todo el As del medio se

convierte en As (V), por lo que se obtuvieron resultados similares en la cuantificacion
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de PD+Aslll+44H. Sin embargo, al no agregarle el KMnOs4, lo que se cuantificd es
solamente el As (V) y el PO4, y como se ha demostrado por el método cualitativo de
la reaccion con AgNOs el microorganismo reduce el As (V) a As (lll), los resultados de
la Tabla 31 indicaron que el PD+AsV+44H ya no contiene As (V), si no mas bien, la
concentracion obtenida de 0.3366 mM en promedio, corresponde al fosfato en el
sobrenadante. A pesar de que este método resultd confiable, se usa en muy bajas

concentraciones y la dilucién 1 a 1000 no es la adecuada para un reporte cientifico.

En la cuantificacion de As por Espectrometria de Absorcién Atomica, se
obtuvo que B. simplex (aislado 47) disminuy6 el As total del medio, de una media de
5.554 mM a una media de 5.092 mM, lo cual fue altamente significativo (p= 0.0007) e
indicd una disminucién del 7.2% del As total en el medio a las 72 horas de la
inoculacién, con respecto al medio control no inoculado (ESC+AsllIl) (Figura 37). Este
aislado también demostré ser un reductor de As (V), identificado por la coloracidon
amarilla en la reaccién con AgNO3 (Simeonova et al. 2004). También B. simplex
disminuyo el As total de una media de 6.159 mM a una media de 5.510 mM, lo cual
es altamente significativo (p= 0.0014) e indicd una disminucion del 9.8% del As total
en el medio a las 72 horas después de la inoculacion, con respecto al medio no
inoculado (ESC+AsV; Figura 37). El aislado 44 (P. rubens) no mostré disminucién del
As total en el medio con As (lll), sin embargo, disminuy6 el contenido total de As en el
medio, de una media de 5.805 mM a una media de 5.144 mM, que es altamente
significativo (p = 0.0166) e indicé una disminucion del 12.1% del total de As a las 144

horas después de la inoculacién, con respecto al medio control (ESC+AsV; Figura 37).
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Figura 37. Cuantificacion de As total en el sobrenadante del medio de cultivo, determinado
por Espectrometria de Absorcion Atomica. MT= medio de control sin As y sin
microorganismos. EXSC+Aslll = medio con 5 mM de As (lll) sin microorganismos.
EXSC+AslII+Bs = medio con 5 mM de As (lll) B. simplex. EXSC+AsV = medio con 5 mM de
As (V) sin microorganismos. EXSC+AsV+Bs = medio con 5 mM de As (V) y B. simplex.
PD+Aslll = medio con 5 mM de As (lll) sin microorganismos. PD+AslII+Pr = medio con 5
mM de As (lll) y P. rubens. PD+AsV= medio suplementado con 5 mM de As (V) sin

microorganismos. PD+AsV+Pr = medio con 5 mM de As (V) y P. rubens.

Asi mismo se realizd una exploracion en la determinacién de As por
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB). Se identificaron los elementos quimicos en
el suelo SMI para detectar el As y los resultados se muestran en la Figura 38, sin
embargo, por la cantidad de otros elementos mas abundantes el As no se detect6 en
la muestra de suelo. Los elementos identificados en mayor abundancia fueron Fe y

Al, seguidos de Si, Cay finalmente Mg y S (Figura 38).
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Figura 38. Identificacion de elementos quimicos en el suelo SMI por Microscopio Electronico
de Barrido (MEB).
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En la identificacion de los elementos quimicos en el medio de cultivo ESC-

SMI suplementado con As (V) en una concentracion 5 mM, se logré identificar al As

en un porcentaje de abundancia del 21.5 al 27.5 % en la muestra, con respecto a los

otros elementos identificados después de que los microorganismos inoculados

crecieran en el medio (Figura 39). Sin embargo, este método solo fue exploratorio ya

que proporciona el % de As con respecto a los elementos que componen lo que se

observo y no una concentracion ni especie quimica de As en si.

Quantification Settings %

Name Na Si
Spectrum1 48 411

Spectrum2 7.6 36.7

4.6 29 19.4 27.5

143
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Figura 39. Identificacién de elementos quimicos en el medio de cultivo ESC+AsV inoculado

con el consorcio B. simplex y P. rubens por Microscopio Electrénico de Barrido (MEB).
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IX. DISCUSION

Desde la época colonial, Guanajuato ha sido econémicamente importante
para México por dos razones: la agricultura y la mineria; y en ambas actividades
economicas, el suelo es una fuente preponderante. Por lo tanto, la seguridad es
primordial cuando se maneja este recurso natural, tanto para la industria alimentaria
como para el manejo saludable de las fuentes mineras. La presencia de arsénico (As)
en los suelos de Guanajuato se conoce desde hace mucho tiempo (Ramos-Arroyo et
al. 2004), pero nunca se ha asociado a su microbioma. La resistencia de los
microorganismos del suelo a elementos toxicos como el As los ha hecho jugar un
papel muy importante en la movilizacién, biotransformacion y biodisponibilidad de
diferentes especies de As (Cai et al. 2009; Mellado et al. 2011). El suelo SMI reportado
en este trabajo presenté mayor contaminacién por As que el suelo MASE. En el suelo
MASE el pH acido observado (6.1), podria considerarse aceptable para lograr una
buena disponibilidad de macro y microelementos, sin presentar deficiencias de
nutrientes esenciales en los cultivos. Sin embargo, el suelo SMI al mostrar un pH
basico (8.1), indicaria deficiencias en la disponibilidad de P, Fe, Mn, Zn, Cu, Co, entre
otros (Brady 1984; Nufiez 1985). Ademas, como fue observado por Ramos-Arroyo et
al. (2006), en el suelo SMI, los valores basicos de pH podrian explicarse por la
presencia de calcita en los jales de las minas, aumentando el pH en el suelo.

La importancia de la gran diversidad de microorganismos que se encuentran
en los suelos esta altamente relacionada con la capacidad del suelo para lidiar con
elementos altamente contaminantes. En estudios previos (Campos et al. 2007; Cai et
al. 2009), los microorganismos del suelo lograron oxidar o reducir las especies As en
el medio, eliminando (al menos parcialmente) su toxicidad. Bacillos Gram negativos
como Pseudomonas alcaligenes y Wautersia solanacearum, asi como otros géneros
de bacterias: Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, Comamonas, Rhodococcus
y Stenotrophomonas fueron capaces de tolerar altas concentraciones de As (8-20
mM). También se observd que la capacidad de estas bacterias para oxidar As (lll),
favorecia la colonizacién de otras especies no tolerantes a As, que son importantes

en los ciclos biogeoquimicos.
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Ambos tipos de suelo (MASE y SMI) estudiados en el presente trabajo,
mostraron la presencia de Proteobacterias, Acidobacterias y Actinobacterias, phyla
similares a los encontrados en suelos contaminados con Cd (Feng et al. 2018). En
general, las Proteobacterias proporcionan algunas funciones basicas relacionadas
con los ciclos biogeoquimicos (Feng et al. 2018). En cuanto a las Acidobacterias, se
han detectado en una amplia variedad de ambientes. De hecho, hay mas de 3,000
secuencias en bases de datos publicas, mostrando ser abundantes en suelos y
sedimentos con condiciones extremas o contaminadas (Barns et al. 2007). Existe una
fuerte correlacion entre la abundancia de Acidobacterias en el suelo y su pH,
mostrando ser abundantes en suelos con un pH inferior a 6.0 y muy poco frecuentes
en suelos con un pH superior a 6.5 (Sait et al. 2006). Sin embargo, encontramos
abundancia de Actinobacterias a pH 6.4 para MASE y pH 8.1 para SMI, debido
probablemente a la gran versatilidad de este phylum para adaptarse a diferentes
ambientes. Es importante notar que, en el caso de los suelos SMI, contienen residuos
de jales mineros que fueron sometidos a un proceso geoquimico que cambié el pH
original del suelo. La oxidacion de los sulfuros que generaron acidez, la neutralizacion
y alcalinizacion por los carbonatos y la meteorizacion del suelo (Ramos-Arroyo et al.
2006), lo que quizas le dio tiempo a las Acidobacterias para adaptarse al suelo SMl y
sea la razdén por la cual se encontraron mas Acidobacterias tolerantes a As en este
estudio.

Por otra parte, las Actinobacterias se encontraron en mayor proporcion en el
suelo MASE (19.0%) que en el suelo SMI (14.2%) (Figura 15). La mayoria de estas
bacterias juegan un papel importante en la descomposicion de la materia organica y
renuevan las reservas de nutrientes en el suelo, ademas son fundamentales en la
formacién de humus (Battistuzzi y Hedges 2009). Puede ser que esta sea la razén por
la cual las Actinobacterias fueron mas abundantes en suelo MASE ya que mostré un
mayor contenido de materia organica (8.41%) y nitrégeno (0.38%) en comparacion
con SMI (7.14 y 0.17%, respectivamente) (Tabla 5). De hecho, Porta et al. (2003)
indicaron que una relacion C/N éptima tiene un valor cercano a 10 (la C/N de MASE
fue de 11.86) sugiriendo una buena relacion entre mineralizacion y humificacién, con
tasas mas altas de degradacion de la materia organica. El género Bradyrhizobium fue
uno de los mas abundantes en ambas muestras de suelo, este género es conocido

por su fijacion simbidtica de nitrdgeno en plantas (Kaneko et al. 2002). Su presencia
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en el suelo agricola podria estar relacionada con los cultivos y con la mejora de la
nutricion de las plantas. Por otro lado, la presencia del género Bradyrhizobium en el
suelo SMI también pudo estar relacionada con la vegetacién nativa encontrada en el
area muestreada, promoviendo su crecimiento (Corbera-Gorotiza y Napoles-Garcia
2013). Ademas, la familia Rhodospirillaceae se encontr6 en ambos suelos. Las
llamadas bacterias purpuras sin azufre, incluyen un total de 34 géneros, y algunas de
ellas contienen varias bacterias diazotréficas asociadas a plantas con potencial para
promover el crecimiento (Baldani et al. 2014).

Ademas, se identificaron dos géneros de bacterias As-reductores, Bacillus y
Williamsia. El primero es muy diverso y algunas especies actuan como bioprotectores
y también como promotores del crecimiento de las plantas, esta ampliamente
distribuido y su habitat principal es el suelo (Orbera Ratén et al. 2005). En general, se
sabe que las especies de Bacillus son buenas bacterias As-resistentes. Desde 1998
se encontrd que son resistentes a As y que pueden reducirlo (Blum et al. 1998; Suresh
et al. 2004) y absorben tanto As (lll) como As (V) (Yang 2012). En cuanto a Williamsia,
generalmente participan en el proceso de biodegradacion y descomposicién de suelos
industriales contaminados (Keikha 2018). Williamsia es un género que se ha aislado
de suelos contaminados con As y se clasific6 como una nueva bacteria arsenito-
resistente (Cai et al. 2009; Simonovitova et al. 2016; Wu et al. 2018), pero no se han
realizado estudios exhaustivos, 1o que deja una amplia area de investigacion para
explorar. Estos géneros fueron encontrados en un estudio similar (Campos et al.
2007), sin embargo, algunos de estos aislamientos pueden representar nuevas cepas
bacterianas resistentes a As. Ademas, la busqueda de nuevas bacterias As-
resistentes en un nicho ecoldgico especifico de suelo contaminado siempre es
relevante (Srivastava et al. 2013; Ghosh et al. 2018).

En general, los hongos son microorganismos abundantes en el suelo.
Representan una gran proporcion de la biomasa microbiana del suelo. Los principales
grupos de hongos encontrados en los suelos estudiados son Zygomycota,
Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota. Dentro del phylum Ascomycota, los
géneros mas frecuentemente encontrados en el suelo son Penicillium y Aspergillus
(Gondim-Porto 2013). Los hongos del género Penicillium son muy diversos y juegan
un papel muy importante en la descomposicion de la materia organica y la produccion

de enzimas (Visagie et al. 2014). Reportamos tres especies de este género en
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presencia de As, especialmente P. rubens que crecié en medio suplementado con As
(1) a concentraciones 30 mM, a diferencia de las bacterias, que se desarrollan mejor
en medio suplementado con As (V) y a menor concentracion (Mellado et al. 2011). El
phylum Glomeromycota que se encontré solo en suelo SMI forma micorrizas
arbusculares (Schufler et al. 2001). Su presencia en SMI puede estar relacionada con
las plantas que crecen en el area muestreada.

La movilidad, la disponibilidad y la especiacién de As son afectados por el
metabolismo microbiano que participa en el ciclo biogeoquimico de este elemento.
Entre las actividades microbianas, se ha encontrado que algunas cepas pueden oxidar
arsenito o reducir arsenato. El operon ars constituye el esquema mas importante y
estudiado de tolerancia al As en microorganismos. Algunos genes involucrados son el
gen arsC, que codifica para una arsenato-reductasa capaz de transformar As (V) en
As (lll), presente en bacterias que se han caracterizado en términos de su resistencia
a As (Jackson et al. 2005). Cai et al. (2009) encontraron genes involucrados en la
oxidacion de As (lll): el gen aoxB que codifica la subunidad mayor de una arsenito
oxidasa, asi como los genes que codifican diferentes proteinas transportadoras de
arsenito en la célula microbiana (arsB, ACR3(1) y ACR3(2)), en bacterias aisladas de
suelo altamente contaminado con As (20 mM). En este estudio se amplificd con éxito
el gen arsB en los aislados de bacterias con la capacidad de reducir As (V), todo
dentro del género Bacillus (Bacillus sp, B. simplex'y B. megaterium). Este gen confiere
a las bacterias la capacidad de ser mas resistentes a As, catalizando la extrusion de
As (lll) fuera de la célula (Mukhopadhyay y Rosen 2002). El aislado 47 (B. simplex)
disminuy6 el As total en un 7.2%; sin embargo, se considera una proporcién baja ya
que otra cepa de Bacillus pudo eliminar el 76.0% de As (V) a una concentracién de 6
mM y el 56.0% se redujo a As (Ill) (Tripti et al. 2014).

En suelos contaminados con As, es comun que los microorganismos
desarrollen mecanismos para incorporar el metaloide en su metabolismo. Los suelos
estudiados aqui proporcionan informacion importante sobre especies nativas de
microorganismos resistentes a As. Por otro lado, un mayor contenido en materia
organica y humedad en MASE, en comparacion con el suelo SMI, puede contribuir a
enriquecer el microbioma del suelo, o que puede explicar la mayor diversidad de

bacterias encontradas en el suelo agricola, en comparacion con el suelo minero.
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En el suelo SMI (altamente contaminado por As), se encontré un mayor
numero de microorganismos resistentes a As, con la capacidad de transformar las
especies quimicas de As (reduccion de As (V) a As (lll)), en comparacion con los
microorganismos aislados del suelo MASE. Aunque el phylum Firmicutes se encontrd
en una proporcién muy baja en el suelo SMI, estos fueron capaces de reducir As (V)
a As (Ill). Por otro lado, el hongo Penicillium mostrd la mayor capacidad para reducir
el As (V) a As (lll) y una fuerte resistencia a altas concentraciones de As (lll) (> 30
mM).

Es importante notar que el origen de As en ambos tipos de suelos puede ser
diferente. La meteorizacion de diferentes materiales parentales (rocas) en el area de
captacion de las minas comunmente contribuye al contenido de As en los suelos SMI.
Por el contrario, los suelos MASE provienen de la meteorizacion de rocas volcanicas,
ricas en Na, Fe, Mg y oxidos de Fe-Ti (Nieto-Samaniego et al. 2012). Por lo tanto, el
As encontrado en los suelos MASE estéa relacionado principalmente con el riego de
agua subterranea de pozos profundos rica en As (Zanor et al. 2019). El origen del As
en ambos tipos de suelos puede explicar la baja capacidad de las bacterias para
procesarlo en suelos MASE, asi como la alta capacidad de procesar As por hongos
en los suelos SMI. En otras palabras, el microbioma en cada tipo de suelo es el
resultado de la capacidad de diferentes microbiotas para sobrevivir en diferentes
condiciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden contribuir a una mejor
comprensién de los microbiomas de suelos contaminados con As. Ademas, un hongo
(Penicillium rubens) mostré mayor capacidad para procesar As, en lugar de las
bacterias, que son los microorganismos mas comunes para degradar As en la
naturaleza. Esta observacion es importante ya que los hongos utilizan una via
metabdlica diferente para tratar el As, y también se espera encontrar microorganismos
con potencial biotecnoldégico en la restauracion y biorremediacion de suelos

contaminados con As, en el futuro.
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X. CONCLUSIONES

El suelo contaminado con arsénico logra que los microorganismos que viven
en él desarrollen capacidades para incorporar el metaloide en su metabolismo, ya sea
transformandolo por procesos redox como parte de su proceso respiratorio o
metilandolo como mecanismo de desintoxicacion. Aunque el suelo MASE tenia una
mayor diversidad de bacterias en comparacion con el suelo SMI, los aislados de
bacterias de suelo MASE no presentaron la capacidad de oxido-reducir el As. Esto
probablemente a que presentdé una menor contaminacion por As (15 mg kg-1), a
comparacion del suelo SMI que contenia una alta concentracién de As (39 mg kg-1).
Por otra parte, las bacterias y hongos aislados del suelo SMI mostraron la capacidad
de reducir As (V) y ser resistentes a altas concentraciones de As (30 mM, mas de dos
mil mg L-1), mas de dos mil veces la dosis letal en humanos. Por lo tanto, se acepta la
hipétesis de que los suelos contaminados con As tienen una menor diversidad
microbiana, pero un mayor numero y diversidad de microorganismos capaces de la
biotransformacion de este metaloide.

Aunque los microorganismos identificados en este estudio son similares a los
reportados en informes previos, algunos de estos aislamientos pueden representar
nuevas cepas resistentes a As. Ademas, la busqueda de nuevos microorganismos
arsénico-resistentes en un nicho ecoldgico especifico de suelo contaminado siempre
es relevante. En México existen muy pocos estudios relacionados con metagenémica
de suelos agricolas y mineros contaminados, que busquen microorganismos
resistentes a elementos potencialmente téxicos como el As. Por lo que este trabajo
representa una contribucidon importante para comprender el comportamiento de
comunidades microbianas nativas y el papel que podrian desempefiar en el

procesamiento de As.
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Perspectivas

1. Estudiar el hongo P. rubens que mostré la mayor capacidad para procesar
As, ya que los hongos utilizan una via metabdlica diferente a las bacterias para tratar
el As.

2. Realizar estudios de protedmica en el procesamiento de As por hongos y
bacterias. El analisis y la secuenciacion de las bandas de proteinas obtenidas
(fingerprinting, MALDI), para confirmar su identidad.

3. Realizar una columna de Winogradsky para estudiar los microorganismos
que intervienen en el ciclo biogeoquimico del As.

4. Aislar e identificar microorganismos con capacidad de oxidar el As (lll).

5. Probar las bacterias y hongos aislados (consorcios) en la biorremediacion
de suelos contaminados con As.

6. Realizar un filtro biolégico para la eliminacion de As en agua.

7. Buscar un método viable para la cuantificacion de altas concentraciones

de las especies quimicas de As (lll y V).
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Tabla de abreviaturas

Tabla A.32. Abreviaturas usadas

ABREVIATURA SIGNIFICADO NOTAS
A Absorbancia

Ag Plata

As Arsénico

As (I11) Arsenito

As (V) Arsenato

ATP Adenosin trifosfato

Au Oro

BLAST Herramienta bdasica de busqueda de alineacién local Basic Local Alignment Search Tool
bp Pares de bases

C/N Relacién carbono-nitrégeno

CDM Medio quimico definido Medio de cultivo

CHAPS 3-(cloroamido propil)-dimetilamonio-1- propanosulfato

DA Densidad aparente

DAS Agar Dextrosa Saboraud Medio de cultivo

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTP’s Desoxirribonucleétidos trifosfato

DO Densidad 6ptica

DR Densidad real

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EMBL Laboratorio Europeo de Biologia Molecular

EPT Elementos potencialmente téxicos

ESC Extracto de suelo concentrado Medio de cultivo
ESC-MASE Extracto de suelo agricola concentrado Medio de cultivo

ESC-SMI Extracto de suelo minero concentrado Medio de cultivo

ET Elementos traza

HCl Acido clorhidrico

HPLC cromatografia de liquidos de alto rendimiento High-performance liquid chromatography
ITS Espaciadores internos transcritos Internal transcribed spacer
kb Kilobase

LB Luria Bertani Medio de cultivo

MASE Suelo agricola

mM Milimolar

MO Materia organica

mugL-1 Miliunidades de gramo por litro Miligramos por litro

N Nitrégeno

NacCl Cloruro de Sodio
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NCBI Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica National Center for Biotechnology

Information
nm Nanometros
Oligo F Oligonucledtido directo
Oligo R Oligonucledtido reverso
oTuU Unidades taxondmicas funcionales
PD Papa dextrosa Medio de cultivo
PMBS p- mercuribenzene sulfonic acid
PPI550 Perdida por ignicién a 550 2C
PPI950 Perdida por ignicién a 950 2C
Ppm partes por millén
RDP Proyecto de base de datos ribosomal Ribosomal Database Project
RNA Acido ribonucleico
SDS Dodecilsulfato sédico
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SMI Suelo minero
TAE Tris, acetato y EDTA Solucién buffer
TCA Acido tricloroacético
Tris Tris(hidroximetil)Jaminometano Solucién buffer
UtT™Mm Sistema de coordenadas universal Universal Transverse Mercator, UTM
Vv Volts
16S rDNA DNA ribosomal 16S
16S rRNA ARN ribosomal 16S
18S rDNA DNA ribosomal 185
18S rRNA ARN ribosomal 185
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OTU’s analizados del perfil de secuenciacién parcial de los genes

16S y 18S rDNA

Los OTU’s identificados de los datos del metagenoma realizado por Lépez-Pérez et al. (2015)

a los suelos MASE y SMI se presentan en las siguientes tablas, ademas de la fuente de aislamiento de

donde fue reportada la especie de la secuencia mas cercana, siendo un total de 380 cepas de bacterias y

110 de hongos.

El porcentaje correspondiente a MASE.16S en las tablas, se calculd para el total de secuencias

alineadas correspondientes a este suelo (3716), mientras que para SMI.16S corresponde a las 3425

lecturas alineadas a este suelo.

Tabla A.33. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rDNA para el phylum Acidobacteria.

Reino_Bacteria

Phylum_Acidobacteria

ifi 0 0
Clase Orden Familia Cen Es_p Identit A Sl Pais Fuente de aislamiento
ero ecie cador E.16S 168
__Holophagae __lii1-8 *E’:;l:}l:::rﬁqd* > - iE;l_?_z&B 0.0 191 USA: NY Suelo con elevado CO2
__DA023 S - | - | B 06 | 00 | cChina | Restauracionnatural de sueo
_ Candidatus_Chlor | __uncultured_bacteriu } } B JN4090 14 00 México Suelo salino-alcalino del
acidobacterium m 05 i ) antiguo Lago de Texcoco
__RB41 _uncultur;d_bacterlu - - - %_613259 15 0.0 USA Sedimentos contaminados
__DA023 *t?gﬁ;m[)z%gﬂisba - - - H%?l% 0.5 0.3 Alemania Suelo de bosque
—Candidatus_Chlor | ~_unaultured_Acidoba - - - Eu12 0.5 0.0 Alemania Suelos de pastizales
acidobacterium cteria_bacterium 123
AM935 . Suelo contaminado con
__RB#M - - - - 516 15 0.0 Francia o S w—
__uncultured_Acidoba AY9216 USA: .
—DA023 cteria_bacterium ) ) ) 56 04 00 Minnesota Suelo agricola
__uncultured_Acidoba FJ4794 Oklahoma, Imperturbable pradera de
—DAO23 cteria_bacterium ) ) ) 06 03 06 USA hierba alta
__Candidatus_Chlor __uncultured_bacteriu HQ114 .
acidobacterium m - - - 079 0.6 0.0 USA Sedimentos del subsuelo
__Candidatus_Chlor __uncultured_bacteriu HQ119 USA:
acidobacterium m ) ) ) 865 09 00 California Pradera
__DA023 *lé?:#;m[’:iﬁicﬁsba - - - H%j% 0.0 13 Alemania Suelo de bosque
__DA023 —unculured Aaidoba - - <R oo 08 Suelo alcalino-salino
—uncultured_badleriu AY9218 USA: .
__DA023 m - - - 49 0.5 0.0 Minnesofa Suelo de granja
__DA023 —lé?ecﬁém{)eai?g_icl:?:ba - - - HQH%QZ 04 08 Alemania Suelo de pradera
A B A B A A EF0190 0.0 0.2 USA: Suelo arcillo-arenoso de
06 i ) California campo plantado con tomate
__uncultured_ JN1785 - Suelo salino-alcalino del
—Holophagae —iiit-8 bacterium ) ) 4 o o A antiguo Lago de Texcoco
_ Holophagae _jiit-8 7uncu|t}1red7 ) R AB2402 04 00 China Sedimento dg rio contaminado
bacterium 51 con nitrobenceno
__uncultured_Acidoba FJ4795 Oklahoma, Imperturbable pradera de
—DA023 cteria_bacterium ) ) ) 62 03 00 USA hierba alta
__Candidatus_Chlor __uncultured_bacteriu AB6370
acidobacterium m ) ) ) 17 01 0o Japan Suelo
__Candidatus_Chlor __uncultured_Acidoba JN4092 China: ) ]
acidobacterium cteria_bacterium ) ) ) 39 02 00 Dalian Rizosfera (suelo-pepino)
__DA023 —unculured Acidoba - - - | B 02 01 | Aemania Suelo de bosque
7Orderef(|jr;soertaefs 7Fam|lyalrscertaefse __Bryobacter - - m&&a 0.1 0.0 Francia Suelo contaminado por PHA
DA023 __uncultured_Acidoba ; ) ) GU444 0.2 00 China Suelo tratado con paja de
_ cteria_bacterium 070 i ) algodon
__uncultured_ JE7769 Oklahoma, -
__Holophagae __43F-1404R bacterium - - 09 0.0 02 USA 5 cm superficiales de pradera
__uncultured_Acidoba HQ119 Suelo arcillo-arenoso bosque
—PAo23 cteria_bacterium ) ) ) 116 00 01 USA de Eucalipto
__uncultured_bacteriu DQI06 USA: .
__DA023 m - - - 786 0.2 0.0 Minnesota Suelo agricola
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EF5164 Norte de "
__Holophagae __iii1-8 - - - 50 0.0 0.1 California Suelo de pastizales
__uncultured_Acidoba HQ597 ]
_ 3221 cleria,_bacterium - - - 414 0.0 0.1 Alemania Suelo de bosque
_11-24 - - - - HMﬁgi&ﬁ 0.2 0.0 USA Sedimentos del subsuelo
__Holophagae __iii1-8 - - - ELZLE%Q 0.0 0.1 China Suelo con cultivo de arroz
__RB41 7uncu|turrend7bac1eriu - - - HM2£2 0.0 0.1 USA Suelo agricola
__uncultured_bacteriu GU359 China: ) ’
__DA023 m - - - 092 0.1 0.0 Dalian city Rizosfera (suelo-pepino)
DA __uncultured_bacteriu } ; ) HQ118 0.0 04 USA Suelo armllo—arenloso bosque
m 408 de Eucalipto
__uncultured_gamma_ GQ214 q Suelo contaminado con
—DA02s proteobacterium ) ) ) 096 o Wi FEER hidrocarburos
_ DA023 —unculured_bacteriu . . Rl 00 Superficie de suelo
__Candidatus_Solib __uncultured_bacteriu AB2402
acter m - - - 45 0.1 0.0 Suelo

Las secuencias sombreadas en amarillo (10 filas) en la tabla anterior concuerdan con
microorganismos reportados en suelos contaminados pertenecientes al phylum Acidobacteria. Este phylum
se caracteriza por ser heterétrofas versatiles, sus rasgos gendémicos y de cultivo indican el uso de fuentes
de carbono que abarcan desde azucares simples hasta sustratos mas complejos tales como hemicelulosa,
celulosa y quitina. Parecen ser capaces de reducir nitratos y nitritos, pero no para fijacion o desnitrificacion
de N2 (Ward et al. 2009).

Tabla A.34. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Actinobacteria.

Reino_Bacteria
Phylum_Actinobacteria
Identi %MA %S
Clase Orden Familia Genero Especie ficado | SE.16 ML1 Pais Fuente de aislamiento
r S 6S
—Micromonospo | __Micromon __Hamadaea 7Hamada§aftsunoe - DQ34 24 0.0 Yunnan Suelo de bosque
rales osporaceae nsis 4631
Acidimicro uncultured_bacteri HQ91 Desierto
__Acidimicrobiia . __TM214 - - - 0.0 1.6 Marte, Suelo de desierto
biales um 0294 USA
__uncultured HM18 Arizona, Suelo de mina de
(R _bacterium ) ) ) 6411 e i USA plomo-zinc abandonado
) Greece:M
__Pseudonocardi | __Pseudono | __Amycolatop AY08 .
ales . sis - - 3603 14 0.0 gg?ss Sedimento
IS __Acidimicro __uncultured_bacteri GQ26 Oklahoma Imperturbabla pradera
__Acidimicrobiia . __TM214 um - 3011 0.0 0.5 _USA de hierba alta
__Micromonospo | __Micromon __Catelliglobo | __uncultured_actinob ; JF319 05 00 China: Rizosfera (suelo-planta
rales osporaceae sispora acterium 176 ) ) Dalian city de chile)
Nankai
__uncultured AY09 . .
__MB-A2-108 3 - - - 2463 0.0 05 Jl;Tnaarn Sedimentos marinos
__Streptomycetal | __Streptomy __Streptomyc ) : AB18 00 04 Japan: Suelo
es cetaceae es 4845 ) ) Niigata
) _ __Cryptospora HM18 Sedimentos del
__Frankiales rangiaceae ngium B ) 6342 00 04 USA subsuelo
__Micromonospo | __Micromon  uncultured } ; EU28 03 00 Islas. Raiz
rales osporaceae 9478 Salomén
Candidatus_C "
P — __uncultured HQ11 Sedimentos del
hloraCIdrc:‘bactenu “bacterium - - - 4079 0.6 0.0 USA subsuelo
) __Micrococe __uncultured_soil_ba AF423 " Drenage de una mina de
__Micrococcales __Arthrobacter e - 303 0.0 06 China magnetita
__Pseudonocardi | __Pseudono __Pseudonoc __uncultured_bacteri HM55 " :
ales cardiaceae ardia um ) 9046 00 03 India Rizosfera
. EF018 USA: Suelo de pradera
—Frankiales : ) ) ) 595 07 00 | Okiahoma imperturbable
__Micromonospo | __Micromon __Polymorpho | __Polymorphospora_ } AB22 03 00 Raices de los mangles
rales osporaceae spora rubra 3089
__Micromonospo __Micromon __Actinoplane ) : AB54 03 00 lUSA: Suelo de granja
rales osporaceag s 6286 Minnesota
__Micromonospo | __Micromon | __ Actinaurispo | __Actinaurispora_sia } FJ478 03 00 Oklahoma Imperturbabla pradera
rales osporaceae ra mensis 979 ’ : , USA de hierba alta
__Micromonospo | __Micromon __Phytohabita EU13 USA: Suelo de pradera sin
- - 0.0 0.5
rales osporaceae ns 3065 Oklahoma perturbar
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R __Acidimicro EU13 USA: Suelo de pradera sin
—Acidimicrobia biales ) ) ) 2756 00 03 Oklahoma perturbar
; —Intraspora . . . ABB3
__Micrococcales " 7319 0.3 0.0 Japan Suelo
__Micromonospo | __Micromon _ Catelliglobo | __uncultured_actinob : AF171 03 01 China: Rizosfera (suelo-planta
rales osporaceae sispora acterium 700 ) ) Dalian city de chile)
__Streptomycetal | __Streptomy __Streptomyc ) : HQ85 .
es cetaceae es 0405 0.2 0.2 China Suelo
__Micromonospo | __Micromon __Luedemann __uncultured_bacteri : FJ479 09 00 Oklahoma Imperturbabla pradera
rales osporaceae ella um 416 ) ) , USA de hierba alta
__Micromonospo | __Micromon __Catelliglobo | __uncultured_actinob : EU13 06 00 USA: Suelo de pradera sin
rales osporaceae sispora acterium 2691 ) ) Oklahoma perturbar
__Pseudonocardi | __Pseudono __Pseudonoc CP00 . .
- o " - - 2593 0.5 0.0 USA Lodos industriales
" Micrococcales Micrococc _ Arthrobacter __uncultured_bacteri : FJ478 02 00 Oklahoma Imperturpable pradera
aceae um 756 , USA de hierba alta
__Micromonospo | __Micromon __Actinoplane __Actinoplanes_ferru ; ABO03 05 0.0
rales osporaceae S gineus 7002 ) )
__Micromonospo | _Micromon | __Actinoplane } : ABO4 05 00
rales osporaceae S 7491 ) )
__Propionibacteri | _Nocardioi Kribbella __uncultured_bacteri : FJ479 04 00 Oklahoma Imperturbable pradera
ales daceae — um 456 ) ) , USA de hierba alta
—— _Acidimicro __uncultured_actinob JN409 China: ) ,
__Acidimicrobiia bidles __TM214 acterium - 129 0.0 02 Dalian city Rizosfera (suelo-pepino)
T __Acidimicro __uncultured_bacteri FJ479 Oklahoma Imperturbable pradera
__Acidimicrobiia biales __uncultured um - 349 0.3 0.0 "USA de hierba alta
I __Acidimicro | __OCS155_m | __uncultured_actinob GQ26 Simulacién de sitio con
—EHITEREE biales arine_group acterium ) 3243 o o U desechos
__Micromonospo | __Micromon | __Luedemann | _ Luedemannella_he : AB23 05 00 Suelo
rales osporaceae ella lvata 6959 ’ )

__Micromonospo | __Micromon __Actinoplane ) ; EU13 03 00 USA: Suelo de pradera sin
rales osporaceae s 2509 ’ ’ Oklahoma perturbar
__Thermoleophili ) __uncultured_bacteri EU13 USA: Suelo de pradera sin

a —Pal.ales —uncultured um ) 2880 03 0.0 Oklahoma perturbar
- Acidimicro JN409 China: ! )
__Acidimicrobiia — __TM214 - - 129 0.0 04 Dalian city Rizosfera (suelo-pepino)
__Pseudonocardi | __Pseudono | __Actinophyto DQ29 ) !
ales cardiaceae cola - - 8375 0.0 04 India Rizosfera
__Pseudonocardi __Pseudono __Pseudonoc __uncultured_bacteri : FJ478 00 02 Oklahoma Imperturbable pradera
ales cardiaceae ardia um 886 ) ) , USA de hierba alta
__Micromonospo | __Micromon } ; : AB54 01 00 Japan Soil
rales osporaceae 8617 : ) P
__Propionibacteri __Propionib __Microlunatu } : FJ479 05 00 Oklahoma Imperturbable pradera
ales acteriaceae s 564 ) ) , USA de hierba alta
__Streptomycetal | __Streptomy } } : FJ479 04 00 Oklahoma Imperturbable pradera
es cefaceae 078 ) ) , USA de hierba alta
__Thermoleophili | __Solirubrob 2882 __uncultured_bacteri : EU13 00 04 USA: Suelo de pradera
a acterales _ um 2054 ) ) Oklahoma preservado
__Propionibacteri __Nocardioi ) HM36 :
ales daceae __Kribbella - - 8623 0.0 02 China Suelo
__Thermom .
__Streptosporan __Actinoallom ) : AY23 . .
giales Qngspéztar&a urus 4561 0.2 0.0 Australia Suelo de pastizal
__Micrococcales —Bogoriella __Georgenia - - BU09 0.0 0.1
ceae 5256
_ Streptomycetal | __Streptomy __Streptomyc __Streptomyces_eur : HQ44 .
es Cetaceae es opaiscabisi 1817 0.0 0.2 Noruega Aislado de patata
__Micromonospo | __Micromon uncultured __uncultured_bacteri : FJ479 02 00 Oklahoma 5 cm superficiales de
rales osporaceae — um 324 ’ ) , USA pradera
__Thermoleophili | __Solirubrob A A A EU13 0.0 04 Oklahoma Suelo de una pradera
a acterales 2898 ) ) , USA preservada
__Thermoleophili __Solirubrob __uncultured_bacteri GQ26 Simulacién de sitio con
a acterales —1802 um B 4056 e 0 USh desechos
L . " " Suelo salino-alcalino del
__Propionibacteri __Nocardioi __Nocardioide JN178 o !
. i~ 5 - - 379 0.0 0.1 México antl%_u;((l).;gg de
__Micromonospo | __Micromon EU33 )
rales __Hamadaea - - 5064 1.5 0.0 Horizonte de suelo
Propionibacteri ioni . EU74 Costa ) )

— pales =ELQD_IQle __Jiangella - - 1189 0.0 04 Rica Sedimento marino
__Micromonospo | __Micromon __Planospora __uncultured_bacteri A FJ478 04 0.0 Oklahoma 5 cm superficiales de
rales osporaceae ngium um 825 ) ) , USA pradera

__Pseudonocardi | __Pseudono DQ29
ales cardiaceae | —-enzed - - 145 | 01 | 00
__Micromonospo __Micromon __Actinoplane } : AB54 03 00 Japan Suelo
rales osporaceae s 6286 ’ ) P
__Thermoleophili ) __uncultured_bacteri FJ478 Oklahoma 5 cm superficiales de
a __Gaiellales __uncultured um - 617 0.2 0.0 "USA pradera
_ Streptomycetal | __Streptomy | __Streptomyc } ; AY02 00 03
es cetaceae es 9699 ) )
__Micromonospo | __Micromon __Luedemann | __Luedemannella_he AB23
- 0.0 03 Suelo
rales osporaceae ella lvata 6958
__Streptomycetal | __Streptomy | __Streptomyc DQO0 USA: .
es cetaceae es ) ) 0673 00 01 Minnesota Suelo agricola
. __Micrococe HMO06 .
__Micrococcales aceae __Arthrobacter - - 3926 0.1 0.0 Brasil Suelo
_ Streptomycetal | __Streptomy __Streptomyc ) } DQ44 0.0 02
es cetaceae es 2549 ) )
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__Micromonospo | __Micromon _ Catelliglobo | __uncultured_actinob } JF319 02 00 China: Rizosfera (suelo-planta
rales osporaceae sispora acterium 176 ) ) Dalian city de chile)
__Thermoleophili __Solirubrob __uncultured_actinob EF019
g __480-2 T - 407 0.2 0.0 NY USA, Suelo con elevado CO:
: : ) ) } EU13 04 00 Oklahoma Suelo de una pradera
- 2723 ) ’ , USA preservada
_ Micrococcales _Micrococe __ Arthrobacter __uncultured_bacteri : DQ90 02 00 Japan Suelo con cultivo de
aceae um 6911 arroz
__Propionibacteri __Nocardioi __Aeromicrobi EF693 )
ales um - - 740 0.0 02 Estonia
T _Acidimicro | __OCS155_m | __uncultured_actinob GQ26 Simulacion de sitio con
—Acidimicrobiia biales arine_group acterium ) 3243 00 02 UsA desechos
uncultured
. ey - AY92 USA: !
__Micrococcales __uncultured Terrab:cter_s - - 1880 0.2 0.0 Minnesota Suelo agricola
__Micromonospo | __Micromon _ Catelliglobo | __uncultured_actinob : AY92 USA: .
rales osporaceae sispora acterium 1740 03 00 Minnesota Suelo agricola
__Thermoleophili h __uncultured_bacteri FJ478 Oklahoma 5 cm superficiales de
a __Gaiellales __uncultured um - 760 0.2 0.0 "USA oradera
__Micromonospo | __Micromon 7Plan_ospora __uncultured_bacteri : AY92 04 0.0 _USA: Suelo agricola
rales osporaceae ngium um 2063 Minnesota
. . uncultured_Rubrob
__Thermoleophili | __Solirubrob - - . EF018
a __480-2 acterace:?:jactenu - 797 0.2 0.0 NY USA Suelo con elevado CO2
__Streptomycetal | __Streptomy | _ Streptomyc | __Streptomyces_pha ; EU59 00 04
es cefaceae es eochromogenes 4472 ) i
. __Intraspora | __Tetrasphaer } B AF125
_ Micrococcales " a 092 0.1 0.0
__Micromonospo | __Micromon __Catelliglobo | __uncultured_actinob AY92 USA: .
. . - 0.1 0.0 ) Suelo agricola
rales osporaceae sispora acterium 1739 Minnesota
__Micromonospo __Micromon __Actinoplane ) R JN177 02 00 México Sue?ﬂﬁ:mﬂ:ﬂ;'g’; el
rales osporaceae s 915 T
__Corynebacteri __Mycobact | __Mycobacteri ) : AJ748 ) )
ales » um 836 0.1 0.1 Finlandia Agua
__Micrococcales M __Terrabacter - - AF408 0.1 0.0
ngiaceae 996
__Pseudonocardi | __Pseudono __Pseudonoc __uncultured_Pseud B AM93 00 02 e Suelo contaminado con
ales cardiaceae ardia onocardia_sp. 5471 ) ) hidrocarburos
Frankiales _Geoderm | _ Blastococcu | __uncultured_Blastoc R AM93 04 03 Francia Suelo contaminado con
— atophilaceae s occus_sp. 6376 ) ) hidrocarburos
__Streptosporan __Streptosp __Streptospor CP00
giales orangiaceae angium ) ) 1814 02 00 Suelo
. . __Kineospor | __Angustibact AB51
__Kineosporiales ; or - - 2285 0.0 0.2
__Thermoleophili | __Solirubrob EU97 Sedimentos del
a acterales —4802 : - o | 00 | O UsA subsuelo
Ip—— __Acidimicro | __0OCS155_m | __uncultured_bacteri GQ26 Simulacién de sitio con
i biales arine_group um ) 3227 o Wi U desechos
Suelo alcalino-salino
—Streptomycetal | _Streptomy —Streptomyc - - DA0 0.0 0.1 China contaminado con
es cetaceae es 8605
petroleo
. __Micrococe __uncultured_soil_ba DQ29 Suelo contaminado con
__Micrococcales __Arthrobacter i s - 7991 0.1 0.0 USA TR
__Thermom )
__Streptosporan __Actinomadu AB55 . .
giales Qanpﬁ[ama ra - - 7595 0.0 0.1 Miel de abeja
_ Micromonospo | __Micromon | __Actinoplane FJ790 )
- - 0.0 0.1 Italia
rales osporaceae s 646
Thermoleophil —-naulture | - pgq
— 2 P __Gaiellales __Gaiellaceae __Gaiella d_bacteriu 1242 0.0 0.1 China Campo de petroleo
m
. __Intraspora | __Tetrasphaer ) : AF125
__Micrococcales " a 092 0.1 0.0
__Propionibacteri __Nocardioi . EU28 X
ales __Marmoricola - - 9436 0.0 0.2 China Corteza del tallo
7Strep:;mycetal __Streptomy 7Str:;;tomyc ) } /24833 00 04 Suelo
__Thermoleophili DQ29 Suelo contaminado con
a B ) ) B 7985 0 o0 U hidrocarburos
—Pseudonocardi | Pseudono - - - Bt ] oo | 02 | china Soi
__Pseudonocardi | __Pseudono | __Amycolatop } } FJ830 .
ales - sis 616 0.1 0.0 Plantas medicinales
__Pseudonocardi | __Pseudono HM22 .
ales : - - - 4440 0.0 0.1 China Roca
__Propionibacteri __Nocardioi . AY92 USA: .
ales __Marmoricola - - 2162 0.1 0.0 Minnesota Suelo agricola
__Streptosporan —Thermam __Actinomadu ) : JN989 0.0 04 USA: Suelo
giales Qmpgtama ra 286 ) ’ Arizona
__Micromonospo | __Micromon AY92 USA: .
rales osporaceae ) . . 2063 0.1 00 | Minnesota Suelo agricola
_ Micromonospo | __Micromon | __ Micromonos } } AY56 01 00 Sedimento de mangle
rales osporaceae pora 1829
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Las secuencias sombreadas en amarillo (15 filas) en la tabla anterior concuerdan con
microorganismos reportados en suelos contaminados pertenecientes al phylum Actinobacteria. Ventura et
al. (2007) reporta que este phylum se caracteriza por ser Gram-positiva con un alto contenido de G+C en
su DNA exhibiendo diversas propiedades fisiolégicas y metabdlicas como la produccién de enzimas
extracelulares y la formaciéon de una amplia variedad de metabolitos secundarios, de los cuales muchos
son potentes antibiéticos. Ademas, desempefia un papel crucial en el reciclaje de biomateriales refractarios
por la descomposicion y formacién de humus, lo que le proporciona caracteristicas potenciales para

biorremediacion de suelos.

Tabla A.35. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Armatimonadetes.

Reino_Bacteria

Phylum_Armatimonadetes

- Gen Espe Identific %MASE. %SML. 5 . .

Clase Orden Familia o cie o 16S 16S Pais Fuente de aislamiento
__uncultured_ba GQ3969 o Suelo salino-alcalino del antiguo

cterium 3 ) ) ) 36 o e Mexe Lago de Texcoco
__Chthonomona | __Chthonomon | __uncultured_ba EU13499 04 00 Oklahoma, Suelo de una pradera preservad

detes adales cterium ) ) 4 : : USA Uelo de una pradera preservada
e et : . . N Y 00 USA Simulacion de sitio con desechos

cterium 78

Tabla A.36. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el Phylum Bacteroidetes.

Reino_Bacteria
Phylum_Bacteroidetes
- . Identifi %MAS | %SMI. q . .
Clase Orden Familia Genero Especie o E16S 16S Pais Fuente de aislamiento
_ Sphingob | __Sphingoba | __Chitinoph | __Flavisoli } JF4290 16 00 China Suelo de la rizosfera rica en
acteriia cteriales agaceae bacter 82 ) ) potasio
_ Sphingob | __Sphingoba | __Chitinoph __uncultur FJ9465 L
acteriia cteriales agaceae ed ) 55 0 Wi ortegd dediE s
__Cytopha __Cytophaga __Cytophag __Flexibac GQ214 ] Sedimentos que producen
h - 0.1 0.0 China . ;
gia les aceae ter 104 un deposito amarillo
7Sph|r]gob 7Sphv|ngoba __Chitinoph __Flavisoli 7uncultyred7b AB2403 02 00 USA: Texag, Sitios utbanos
acteriia cteriales agaceae bacter acterium 57 San Antonio
_Cyltopha —Cytophaga | _Cytophag | _Flexibac - HM186 0.0 0.1 USA Sedimentos del subsuelo
gia les aceae ter 197
73ph|r]g0b 7Sphl|ngoba __Chitinoph iFerrugln 7uncultlured7b EF5403 00 04 NY USA, Suelo con elevado CO2
acteriia cteriales agaceae ibacter acterium 93
_ Cytopha _ Cytophaga | __Cytophag | __Flexibac | __uncultured_b FJ4786 Oklahoma, 5 cm superficiales de
; ) 0.1 0.0
gia les aceae ter acterium 65 USA pradera
_ Sphingob | __Sphingoba | __Chitinoph | __Chitinop | __Chitinophag AB0780
" ) e 0.2 0.0
acteriia cteriales agaceae haga a_filiformis 49
_ Sphingob | __Sphingoba | __Chitinoph _uncultur | __uncultured b | EU1336 03 0.0 Oklahoma, Suelo de una pradera
acteriia cteriales agaceae ed acterium 95 ) ) USA preservada
__Cytopha __Cytophaga | __Cytophag | __Flexibac | __uncultured_b JF7769 01 00 Oklahoma, 5 cm superficiales de
gia les aceae ter acterium 33 ) ) USA pradera
7Sphu_1_gob 7Sph_|ngoba __Chitinoph __Niastell } AB5969 01 00 Japan LGRS S
acteriia cteriales agaceae a 61
_Sphlr]gob _Sphllngoba __Chitinoph __uncultur _uncultyred_b GQ495 02 0.0 Islandia Flujo de lava
acteriia cteriales agaceae ed acterium 413

El Phylum Bacteroidetes se ha encontrado en suelo, océanos y agua fresca. Son considerados
especialistas para la degradacion de moléculas de alto peso molecular por ejemplo materia organica,
proteinas y carbohidratos. La reciente secuenciacion de genomas Bacteroidetes confirman la presencia de
numerosas enzimas activas, sobre carbohidratos (Thomas et al. 2011). Las secuencias sombreadas en
amarillo en la tabla anterior reportan microorganismos en condiciones extremas por lo que pueden ser

candidatos a biorremediacién de sitios contaminados.
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Tabla A.37. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del
gen 16S rRNA para el phylum Candidate_division_OD1.

Reino_Bacteria

Phylum_Candidate_division_OD1

Clase Orden Familia Genero Especie Identificador %MASE.16S %SMI.16S Pais Fuente de aislamiento

o = - - - FQ659415 0.0 0.1 Francia Suelo contaminado por PHA

No se cuenta hasta el momento con suficiente informacién para caracterizar el Phylum
Candidate_division_OD1 sin embargo sus fuentes de aislamiento indican que posiblemente es un

microorganismo resistente a la contaminacion.

Tabla A.38. Asignacién taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Candidate_division_TM?7.

Reino_Bacteria
Phylum_Candidate_division_TM7
i ifi 0, 0
Clase Ord Fa.ml Gen Es.pe Identific MASE. %SHI. Pais Fuente de aislamiento
en lia ero cie ador 168 168
. HQ1196 Suelo arcillo-arenoso bosque de
__uncultured_bacterium 56 06 0.0 USA Eucalipto
) HQ1195 Suelo arcillo-arenoso bosque de
__uncultured_bacterium - - - - 10 14 0.0 USA Eucalipto
__uncultured_candidate_division_ AM9354 07 041 Franci Suelo contaminado con
TM7_bacterium ) ) ) ) 34 ' : ancia hidrocarburos
__uncultured_bacterium EU13539 0.0 0.3 USA: Suelo de pradera imperturbable
8 Oklahoma
__uncultured_soil_bacterium DQ3377 £2 0.0 0.6 Romania Suelo contaminado con aceite
__uncultured_bacterium H09226 a0 0.0 0.2 Espuma de lodos activados
__uncultured_bacterium AF4§358 0.1 0.0 Bagaso en descomposicion
__uncultured_bacterium JF92521 0.0 0.1 Pap(gj":\‘eieva Sedimentos de aguas termales
__uncultured_bacterium AF44358 0.1 0.0 Usa: Nuevo Suelo de matorral
8 Mexico
GU2141 Muestra tomada alrededor de una
51 0.3 0.0 Canada maquina de papel
__uncultured_bacterium JN02868 0.2 0.0 Oklsgima, Suelo de una pradera preservada
‘JNGEWG 0.1 0.0 USA: Colorado Prado seco
__uncultured_bacterium EU88055 03 0.0 USA Bahia
__uncultured_bacterium EF6§833 0.1 0.0 Japan Suelo
JIN21715 Suelo contaminado con
0.0 0.1 h
4 hidrocarburos
__uncultured_bacterium DQ;}O e 0.0 0.1 USA Sedimento contaminado
__uncultured_bacterium HQ7129 03 0.0 0.3 Estonia
__uncultured_bacterium - - - - GU;'; 40 0.1 0.0 China Suelo con paja de algodon
__uncultured_bacterium HQ§56 04 02 0.0 Oklag%ma, Suelo de una pradera preservada
__uncultured_bacterium ABSQOQQ 0.0 0.1 Japan Suelo
__uncultured_candidate_division_ AM9362 q Suelo contaminado con
TM7_bacterium ) ) ) ) 32 e 0 FEER hidrocarburos
__uncultured_bacterium J0298727 0.0 0.1

El phylum Candidate_division_TM7 fue aislado por sucesivas rondas de enriquecimiento en

medios de laboratorio. Las colonias de bacterias de este phylum se caracterizan por formar filamentos de
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entre 20 a 200 micras de longitud en placas de agar con lo que podria crear biopeliculas junto con otros

phylum con potencial biotecnolégico (Soro et al., 2014).

Tabla A.39. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del
gen 16S rRNA para el phylum Candidate_division_WS3.

Reino_Bacteria

Phylum_Candidate_division_WS3

— - = 0 0
Clase Ol;]de Fa:nll Ge:er Eszecn Identn:lcado /nMAsSE.16 A;SI\SIII.16 Pais Fuente de aislamiento
__uncultured_bacteriu } R } ; EU131924 01 0.0 Oklahoma, Suelo de una pradera
m USA preservada

Tabla A.40. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Chloroflexi.

Reino_Bacteria
Phylum_Chloroflexi
Identi | %MA %S
Clase Orden Familia Genero Especie ficad SE.16 | ML1 Pais Fuente de aislamiento
or S 6S
_ Gitt- __uncultured_bac GQ26 h .
GS136 terium - - - 2075 0.0 2.2 China Roca caliza
__P2- __uncultured_bac HM18 Suelo de pradera
1E terium B ) ) 6231 00 23 Oklahoma, USA preservado
iR s EFO2 NY USA, Rhinelander WI free-
__TK10 — el - - - 0.4 0.0 air CO2 and O3 enrichment Suelo con elevado CO2
terium 0001
(FACE)
__Ktedo __uncultur
nobacter | _ JG30-KF-AS9 | ed_bacter - - P 03 | oo Japan: Nigata Suelo de un campo de
ia um 5 arroz
__uncultured_Chl AY39
__TK10 oroflexi_bacteriu - - - 5418 0.3 0.0 Suelo con pasto
m
__P2- __uncultured_bac HM18 Sedimentos del
11E terium ) ) ) 6198 00 02 USA subsuelo
__KD4- __uncultured_bac FJ479 Imperturbable pradera
9 terium - : : a1 | 02 | 00 Oklahoma, USA de hierba alta
_ Git- __uncultured_bac GQ26 Simulacion de sitio con
5136 terium - : : arg | 00 | 03 Uk desechos
NY USA, Rhinelander WI free- Rizosfera bajo
—11P E2 . _unctkg:rur%d_bac - - - gzg; 0.0 0.6 air CO2 and O3 enrichment condiciones
(FACE) ambientales de CO2
_Anaer __ Anaerolineales __Anaeroli __uncultur : FJ478 11 0.0 Oklahoma, USA Imperturt_)able pradera
olineae neaceae ed 597 de hierba alta
__uncultured_bac EU75 Suelo contaminado con
S terium - - - sorg | 00 | 02 alquitran de hulla
__P2- __uncultured_bac HM18 Sedimentos del
HE terium - : : g3t | 00 | 05 usA subsuelo
. __uncultur .
__Chlor __Chloroflexacea __Roseifle ed_bacteri A EU13 07 0.0 USA: Oklahoma Suelo de pradera sin
oflexales e Xus um 3973 perturbar
5085 7uncu|t.ured7bac ; A B EU13 04 0.0 USA: Oklahoma Suelo de pradera sin
terium 4192 perturbar
__KD4- EU13 . Suelo de pradera sin
9% - - - - 2334 0.0 0.1 USA: Oklahoma perturbar
uncultured_Chl .
— = R } } JF319  Malian Rizosfera (suelo-planta
__TK10 oroflex;bactenu 167 0.2 0.0 China: Dalian city de chik)
. Suelo salino-alcalino
Gitt- uncultured_bac JN17 - .
GS136 = m - - - 8462 0.0 0.3 México del antiguo Lago de
Texcoco
_ Gitt- __uncultured_bac GQ26 Simulacién de sitio con
G5-136 ferium : : : atg | 00 | 08 A desechos
__P2- __uncultured_bac EF01
TE . - - - 8686 0.0 0.3 NY USA Suelo con elevado CO2
; uncultur
__Chlor __Chloroflexacea __Roseifle i ) EU13 Suelo de una pradera
oflexales e Xus ed*E;Cte” ) 3973 01 00 Oklahoma, USA preservada
_TK10 __uncultured_bac R } } EU13 01 0.0 Oklahoma, USA Suelo de una pradera
terium 4243 preservada
K10 . - . . BUIS | 02 | 00 Oklahoma, USA Suelo de una pradera
4192 preservada
uncultured_An ;
__KDé4- o hy AM93 . Suelo contaminado con
9% aerolmﬁf{bacter - - - 5819 0.0 0.1 Francia T e spate
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__Ktedo __uncultur EFO1
nobacter __C0119 ed_bacteri 8867 0.2 0.0 NY USA, Suelo con elevado CO2
ia um
i uncultur
__Anaer ) __Anaeroli __uncultur - . FJ415 Suelo de campo de
olineae __Anaerolineales neaceae ed edfﬁ;cten 693 0.2 0.0 soja
1 Suelo salino-alcalino
_ Gitt- __uncultured_bac IN17 " 8
GS136 - - 8462 0.1 0.0 México del antiguo Lago de
Texcoco
__P2- __uncultured_bac HM18 Sedimentos del
1E terium : g0 | 01 | 00 USA subsuelo
__S085 _unctk:}lsittr;d_bac - ;\Zgg 0.0 0.1 USA: Arizona Suelo de bosque
Chloroflexi es uno de los mas grandes phyla que contienen bacterias con diversas

caracteristicas metabdlicas. Este phylum incluye seis clases, Chloroflexi, Anaerolineae, Caldilineae,

Ktedonobacteria, Dehalococcoidetdia y Thermomicrobia. La morfologia filamentosa es la caracteristica

tipica de la mayoria de las clases: los organismos pertenecian a las clases Chloroflexi, Anaerolineae,

Caldilineae y Ktedonobacteria son todas bacterias filamentosas multicelulares. De estas seis clases, solo

la clase Chloroflexi consiste en bacterias fototréficas (Hanada, 2014).

Tabla A.41. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Cyanobacteria.

Reino_Bacteria

Phylum_Cyanobateria

Clase Orden

Familia

Genero

Especie

Identificador

%MASE.16S

%SMI.16S

Pais

Fuente de aislamiento

__Chloroplast

HQ664642

0.0

0.1

Tabla A.42. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Firmicutes.

Reino_Bacteria
Phylum_Firmicutes
i 0, 0,

Clase Orden Familia Genero Especie Idegg?ca /"':I:ss E A’sslgu Pais fu.entg df
__Erysipelot __Erysipelotric __Erysipelotrich __Asterolepla | __uncultured_bact FJ984650 0.0 0.2 Micorrizas

richi hales aceae sma erium ) ' arbusculares

_Bacli | _Bacildes | _Bacilaceae | _ Bacilus AJB16310 | 02 00 | Aema Mural

__Erysipelot __Erysipelotric __Erysipelotrich __Asterolepla | __uncultured_bact Micorrizas

richi hales aceae sma erium FJ9B4646 00 01 arbusculares

La amplitud de la cobertura gendémica de los Firmicutes refleja la variedad de nichos ecoldgicos

habitados por estos organismos. La capacidad de formar esporas le permite desafiar aspectos ambientales,

tales como el calor, desecacién, presencia de disolventes organicos, agentes oxidantes, irradiacion UV,

entre otros para sobrevivir y colonizar una amplia variedad de diversa habitats (Galperin, 2013).

Tabla A.43. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Gemmatimonadetes.

Reino_Bacteria
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Phylum_Gemmatimonadetes

ESP | ientit | ZMA | %S
Clase Orden Familia Genero eci . SE.16 MI.1 Pais Fuente de aislamiento
a icador S 6S
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace _uncult | __uncultured_bacteriu EF516 Norte de )
dales ae ured m ) 702 00 52 California Suelo de pastizales
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace | __uncult EU13 Oklahoma, Suelo de una pradera
dales ae ured ) ) 4844 41 0.0 USA preservada
__Gemmatimona __Gemmatimonadace __uncult __uncultured_bacteriu EU13 Oklahoma, Suelo de pradera
dales ae ured m ) 4801 20 00 USA preservado
_S0134_terrestr | __uncultured_bacteriu HQ39 . .
ial_group m - - - 7505 0.0 1.3 India Suelo agricola
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace rﬁt?rﬁ?n __uncultured_bacteriu ) HQ39 12 00 India Suelo agricola
dales ae as m 7545 ’ ’ 9
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace __uncult AM93 ) Suelo contaminado con
dales ae ured ) ) 5118 o0 03 IREmES) hidrocarburos
_Si()a}fg r_otﬁir)restr _unculturrtrald_bacterlu ) } } %(3,)71 82 00 07 g::]-\A L?;giso, Sitios urbanos
7Gen;;r|1:;|mona 7Gemmaat:amonadace 7;23““ 7uncu|turr$]d7bactenu ; Egggti 13 00 Calﬁfso;r\r:ﬂa Suelo de pastizales
__S0134_terrestr | __uncultured_bacteriu ) } } FJ444 00 02 Oklahoma, Imperturbabla pradera
ial_group m 732 ) ) USA de hierba alta
. . _ Gem . Rizosfera bajo
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace matimon __uncultured_bacteriu A EF020 0.2 0.0 NY USA, condiciones ambientales
dales ae m 016
as de CO2
. ) Gem uncultured_Gemma
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace — — - B AY92 USA: .
dales ae magrsnon t|m0nadet;s_bactenu - 2130 0.2 0.0 Minnesota Suelo agricola
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace __uncult } } GQ47 04 00 China Sedimentos de lago
dales ae ured 2385
__AT425- __uncultured_Gemma .
EubC11_terrestri timonadetes_bacteriu - - - Avaz 0.2 0.0 .USA' Suelo agricola
al_group m 1705 Minnesota
7Gen§matimona __Gemmatimonadace EU13 USA: Suelo de pradera
dales ae ) ) ) 4850 02 00 Oklahoma preservado
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace | __uncult } } EF688 03 00 Oklahoma, Suelo de una pradera
dales ae ured 378 ) ) USA preservada
__Gemmatimona __Gemmatimonadace __uncult tl_n:] ;::(ljt:trsg-g igif A FM20 0.0 0.2 China: Rizosfera (suelo-pepino)
dales ae ured m 9330 ) ’ Dalian city pep
. ) __Gem
—Gemmatimona —Gemmatimonadace matimon - - EF018 0.2 0.0 NY USA, Suelo con elevado CO2
dales ae as 787
50134 _terresty | ——{nculured_Gemma AY92 USA:
- timonadetes_bacteriu - - - 0.0 0.1 ey Suelo agricola
ial_group m 1664 Minnesota
__Gemmatimona __Gemmatimonadace __uncult TuncuéM{ed_éEe;nma AY92 0.2 0.0 USA: Suel icol
dales ae ured imonade ;37 acteriu ) 1712 - : Minnesota uelo agricoia
. ) __uncultured_Gemma :
__Gemmatimona __Gemmatimonadace __uncult fimonadetes_bacteriu A FJ444 0.0 03 China Rizosfera (suello—planta
dales ae ured m 658 de algoddn)
. . _ Gem __uncultured_Gemma .
—Gemmatimona —Gemmatimonadace matimon timonadetes_bacteriu - IN409 0.2 0.0 C.h na: Rizosfera (suelo-pepino)
dales ae as m 187 Dalian city
. . __uncultured_Gemma .
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace | __uncult fimonadetes_bacteriu } JN409 00 01 Clhlna.l Rizosfera (suelo-pepina)
dales ae ured m 257 Dalian city
__S0134_terrestr | __uncultured_bacteriu } } : HQ11 00 04 USA Suelo arcillo-arenoso
ial_group m 9898 ) ) bosque de Eucalipto
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace _uncult | __uncultured_bacteriu DQ12 Suelo contaminado con
- 0.0 0.1 USA h
dales ae ured m 5607 uranio
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace R ) } JN178 04 00 México Suefn?ialﬂlol-_aalcilgg el
dales ae 136 : : %excogo
__Gemmatimona | __Gemmatimonadace __uncult HQ67 China: ! )
dales ae ured ) ) 4929 01 00 Dalian city Rizosfera (suelo-pepino)

A pesar de su frecuencia y abundancia persistente en suelos, solamente un Unico representante

de este phylum se ha aislado y caracterizado, Gemmatimonas aurantiaca strain T-27, un acumulador de

polifosfato aislado de aguas residuales. El aislamiento de otras cuatro cepas se ha informado, sin embargo,

ninguna de estas cepas se ha caracterizado hasta la fecha. El Phylum Gemmatimonadetes se ha

encontrado en mayor proporcidon en suelos aridos, lo que sugiere una adaptacién a ambientes de baja
humedad (DeBruyn et al. 2011).
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Tabla A.44. Asignacion taxondmica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Nitrospirae.

Reino_Bacteria

Phylum_Nitrospirae

ifi 0 0
Clase Orden Familia Genero Especie Ide:(t)l:lca /"M:: 34 /nSsl\éII.1 Pais Fuente de aislamiento
7N_|trosp __Nitrospira __Nitrospirac 7N_|trosp 7uncult_ured7bact AB619706 0.0 03 Japa | Lodos del sistema de oxidacion
ira les eae ira erium n de N2O
_Nltrosp __Nitrospira __Nitrospirac _Nltrosp : Q311906 00 04 USA Suelo
ira les eae ira

Tabla A.45. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Planctomycetes.

Reino_Bacteria
Phylum_Planctomycetes
m Gener n Identifi %MAS %SMI. A n n

Clase Orden Familia o Especie i E16S 16S Pais Fuente de aislamiento
__Phycisp __WD2101_s __uncultured_ A B FJ4792 03 0.0 Oklahoma, Imperturbable pradera de

haerae oil_group bacterium 02 i ) USA hierba alta
__Phycisp | __Phycisphae | __Phycisphaer _SM __uncultured_ JQ3118 Rusia: .

haerae rales aceae 1A02 bacterium 80 gy 02 Avachinsky gueloideldlcan
__Phycisp __WD2101_s __uncultured_ A A EU1352 02 0.0 Oklahoma, Suelo de una pradera

haerae oil_group bacterium 27 i ) USA preservada
__Phycisp __WD2101_s __uncultured_ FJ4792 Oklahoma, .

haerae oil_group bacterium - - 03 0.1 0.0 USA 5 cm superficiales de pradera
__Phycisp __WD2101_s __uncultured_ B B JIN1784 04 0.0 México Suelo salino-alcalino del

haerae oil_group bacterium 72 i ) antiguo Lago de Texcoco
__Phycisp __WD2101_s __uncultured_ ) } GQ263 041 00 USA Simulacién de sitio con

haerae oil_group bacterium 727 i ) desechos
__Phycisp _WD2101_S _uncultpred_ : ; EF5169 0.0 01 USA: Nong de Suelo de pastizales

haerae oil_group bacterium 53 California
__Phycisp | _WD2101_s | __uncultured_ } . FJ4789 Oklahoma, !

haerae oil_group bacterium 85 0.0 0.1 USA 5 cm superficiales de pradera

Tabla A.46. Asignacién taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Proteobacteria.

Reino_Bacteria
Phylum_Proteobacteria
Identi | %MA %S
Clase Orden Familia Genero Especie ficad SEA MI.1 Pais fuentg i
aislamiento
or 6S 6S
_Aphapr | oo | Bradyrhizobiac | Bradyrhizobiu FIT1 Monianasiallest=ly | Sedimeniostdelny
oteobacteri e . i - 1210 38 54 del mar volcan submarino
a mediterraneo activo
—Aphapr Rhod Rhodospiril ncultured_bacte | FJ47 5 cm superficiales d
oteobacter | —1o2© —Rnhodospirilace __uncultured —uncullured_bacte 6.6 25 Oklahoma, USA cm superticiales de
a spirillales ae rium 8925 pradera
_Betaprpt _Bl_Jrkho __Comamonadac __ Ramlibacter _uncultyred_bacte AB60 24 02 Japan: Tokyo Suelo con cultivo de
eobacteria Ideriales eae rium 8668 arroz
__Alphapr
.| _Rhodo __uncultured_ba ) AM93 Suelo de pradera
oteobaacten spirillales —DAI cterium 5958 10 00 Oklahoma, USA preservado
Gamma Xantho Superficie de roca de
- oy __Xanthomonada DQ24 USA:Kartchner )
protegbact monadal ceae __Lysobacter - 9997 0.0 1.0 Cavemns, AZ una cuevalde piedra
eria es caliza
__Alphapr
oteobacteri _.R.hodo w0007 _.unculturfad_so ) AB24 14 18 Korea Suelo.del campo
a spirillales il_bacterium 5349 ginseng
__Alphapr )
oteobacteri _Rh|zob __Xanthobacterac __uncultured ) DQ12 10 13 Oklahoma, USA Suelo de una pradera
a iales eae 5533 preservada
__Alphapr -

. | _Rhodo __uncultured_ba FJ47 5 cm superficiales de
oteobaacten spirillales —10 cterium ) 8966 00 09 Oklahoma, USA pradera sin disturbios
__Alphapr | __Sphing E .

. __Erythrobactera __Altererythroba | __uncultured_bacte AJ86 USA: Texas, San -
oteobaacten omfgsada ceae ctor um 3370 05 04 Antonio Sitios urbanos
_Alphapr Rhizob Xanthobacterac uncultured_bacte | HQ12 Campo plantado con
oteobacteri | — — __Pseudolabrys — S 0.3 24 USA: California

a iales eae rium 0982 tomates
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__Alphapr
oteobacteri | —Rnodo _ DAI11 __uncultured_ba ) EU13 03 03 Oklahoma, USA Suelo de una pradera
a spirillales cterium 3479 preservada
Jeﬁlbp:catzlr'i __Rhizob KF-JG30-B3 __uncultured_ba ) FJ47 02 06 Oklahoma. USA Imperturbable pradera
a iales - cterium 9506 ’ ’ ! de hierba alta
__Nitroso n q .
__Betaprot __Nitrosomonada __uncultured_soil _ EF54 . Suelo contaminado
. monadal __uncultured 5 1.6 06 Francia .
eobacteria - ceae bacterium 0370 con hidrocarburos
&/3?; ;2; __Rhizob __Bradyrhizobiac Bosea ) JF82 08 00 Oklahoma, USA Imperturbable pradera
a iales eae - 4802 ’ ’ ! de hierba alta
__Gamma | __ Xantho "
proteobact monadal _Slnobzcteracea __uncultured - S;gg 1.2 06 USA: Minnesota Suelo agricola
eria es
__Alphapr
oteobacteri —Caulob | _Caulobacterace _Phepylobacte - AY32 09 0.2 Australia Suelo de pastizal
a acterales ae rium 8814
_ Betaprot | __Burkho | __Comamonadac Variovorax ) AB51 03 00 Cultivo de suelo que
eobacteria Ideriales eae — 3921 ) ) degrada herbicida
__Alphapr ) N N Suelo salino-alcalino
oteobacteri 7iRth;§ob AHypg:;nelcrobla AHyp:;)qmlcrobl 7uncu|:il:1r:1d7bacte ‘é’;‘;; 0.1 0.2 México del antiguo Lago de
a Texcoco
__Gamma | __ Xantho ;
proteobact monadal _Slnobzcteracea __uncultured - /?aYg 12 0.0 04 USA: Minnesota Suelo de granja
eria es
__Gamma | __ Xantho
proteobact monadal —Xanthomonada —Rhodanobact __Frateuria ABBS 0.8 0.0 China Suelo de bosque
eria es ceae er 2159
__Gamma . . - .
proteobact 7(.3hrom 7Ect.oth|orhodos __Thioalkalispir 7uncultur'edjh|or JN80 00 05 China Biofilm
aria atiales piraceae a hodospira_sp. 2218
__Alphapr .
. | _Rhizob FJ47 Imperturbable pradera
oteobaacten iales - - - 8956 0.0 07 Oklahoma, USA de hierba alta
__Nitroso . Suelo salino-alcalino
_Betaprpt monadal o opade __uncultured _uncultyred_bacte 7 0.7 3.0 México del antiguo Lago de
eobacteria a5 ceae rium 7827 TEEs
__Gamma | __Xantho " .
proteobact monadal __Sinobacteracea | __Steroidobacte _uncultyred_bacte g;g; 16 17 Oklahoma, USA Imp%nurr]l.)ali)le plradera
cria es e r rium e hierba alta
__Alphapr ) _—
oteobacteri | — — _ Devosia - S . . : California
teobacteri Em?b Hyp:;;nécrobla D . uncuI:ILlIJr;d bacte I;g);f 00 14 USA: Californi Camp?D%Le;r;;ezsdo con
a
__Alphapr .
oteobacteri | —R1°% | kompep | —neulured ba . BUIS | 00 | 02 | USAOMahoma | Suelodepraderasin
a spirillales cterium 3548 perturbar
Gamma Pseud
— — HQ12 Al Campo plantado con
protegbact omonada - - - 1173 06 0.0 USA: California tomates
eria les
_Alphapr Caulob Caulobacterace uncultured_bacte | HQ11 Suelo arcilloso de
oteobacteri - - __unculture - A . . : California .
bacteri ltured 08 0.1 USA: Californi
a acterales ae rium 8983 bosque de Eucalipto
__Alphapr Rizosfera bajo
oteobacteri ?iﬁ“;ig - - - gggé 0.0 03 NY USA condiciones
a P ambientales de CO2
__Alphapr Suelo salino-alcalino
oteobacteri svpiﬁlrI]:IiZ _ DA111 vun;l;lﬁ:]r;dfba - é’(\)l;g 0.2 0.0 México del antiguo Lago de
a Texcoco
__Nitroso . . " "
ot | ora | NSO | g | nssiede | SO | g | 0 | um | Sasdtrdest
ovacira | e | —Songinese | S | e~ | o0 | 02 | 00 |  Chna et o lgodon
__Alphapr ) )
. | _Rhizob | _ Xanthobacterac __uncultured_bacte GQ50 Sedimentos de cueva
oteobaacten iales eae —tncultured rium 0835 0o 05 USA con piedra caliza
EFo1 Rizosfera bajo
__TA18 - - - - 8831 0.2 0.0 NY USA, condiciones
ambientales de CO:
__Betaprot __SC-- __uncultured_bac EF51 AP .
cobacteria 84 terium - - 6531 03 0.0 USA: California Suelo de pastizales
__Alphapr - .
oteobacteri S_m};n;)lig _Rhod;):plnllace _ Dongia _uncul:iL:Jrs]d_bacte I;ggg 07 00 China Suelo cgprggltlvo de
a
__Alphapr )
ofeabacteri | —12%% | AKYG1088 - - Foro | 06 | 00 | Oanoma usa | MmPeribaniepradera
a
__Alphapr ) -

. | _Rhodo __uncultured_ba GQ50 Sedimentos clasticos
oteobaacten spirillales —KCM-B-60 cterium ) 0722 00 02 USA de arena
__Alphapr Ri .

. | __Rickett __uncultured_ba EU13 . Suelo de pradera sin
oteob:cten siales __SM2D12 cterium - 3268 0.0 03 USA: Oklahoma perturbar

FR67 Arena Calamita
) ) B ) ) 5944 00 05 ltaly ferromagnética
__Alphapr ) .
oteobacteri | —RMZ% | Rnodobiaceae | _Rhodobium | —Unoufuredbace | BUTS o4 1 g5 | ysp Okiahoma | Suelode praderasin
a iales rium 3318 perturbar
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EU13 . Suelo de pradera sin

- - - - - 2765 0.2 0.0 USA: Oklahoma perturbar
_Alphapr Rhizob Hyphomicrobia Pedomicrobiu uncultured_alpha FM25
oteobacteri | — —l — — . 0.1 0.4 Polonia Biofilm

a iales ceae m _proteobacterium 3668
TAIbphatp:i __Rhizob | __Xanthobacterac e R EU26 00 0.2 Franci Suelo contaminado
oteo aac © iales eae —uncufture 6779 ’ ’ ancia con hidrocarburos
_ Deltapro | __Myxoc s __Phaselicystid P FQ65 q Suelo contaminado
R T __Sorangiineae e __Phaselicystis 8700 0.1 0.0 Francia por PHA
__Alphapr __uncultured_al .
oteobacteri inhodo __wr0007 pha_proteobact - AMIS 0.2 0.2 Francia Suel .contammado

2 spirillales - 5283 con hidrocarburos
vro?:c?;?; E:::ég? __Xanthomonada el __uncultured_bacte | AY18 03 01 USA: Nuevo Deposito de
P s - ceae —y rium 6075 ’ ’ Mexico ferromanganeso
—Alphapr Rhizob Xanthobacterac uncultured_bacte FJ93 Rusia:
oteok;acten Tiales — . __Pseudolabrys — i 6731 0.2 0.0 Avachinsky Lodo de volcan
__Alphapr . ) R
oteobacteri _Rh|zob _Fam||y_|pcerta __Rhizomicrobiu ) AY23 01 00

a iales e_Sedis m 4503
_ Deltapro | __Myxoc __Nannocystinea T T HQ39 ; .
teobacteria occales e __Haliangiaceae __Haliangium 7519 0.1 0.0 India Suelo agricola
__Alphapr Rizosfera bajo
oteobacteri | R4 DA —unculured_ba . ol | 00 | 02 NY USA condiciones

a p ambientales de CO2
__Alphapr )
ofeobacteri | —RNZ0b ; . . FIUT 1 02 | 00 | Oklahoma usa | 'mperturbablepradera

a iales 9181 de hierba alta
_ Deltapro | __Myxoc " __uncultured_bacte EU13 . Suelo de pradera
teobacteria occales __Sorangiineae __uncultured rium 4470 02 0.0 USA: Oklahoma preservado
__Alphapr . h Rizosfera bajo
oteobacteri | —hnzob | _FamiyIncerta | o, | —unculred bade | EFOT o4 | g NY USA condiciones

iales e_Sedis rium 9869 "

a ambientales de CO2
_Alphapr Rhodo Rhodospirillace uncultured_bacte | HQ39
oteobacteri . — P __uncultured — Lo 0.0 0.1 India Suelo agricola

a spirillales ae rium 7503

_ Desulf I
_Deltapr.o obacteral _ Nitrospinaceae __Candidatus_E _uncultyred_bacte EU13 02 00 USA: Oklahoma Suelo de pradera
teobacteria os ntotheonella rium 4805 preservado
__Nitroso . __uncultured_amm . .
_Betaprpt monadal __Nitrosomonada __ Nitrosospira onia- GU16 12 00 Portugal Agua sm slustanaas
eobacteria ceae L . 9055 humicas
es oxidizing_bacterium

__Alphapr - __uncultured_Acet .
oteobacteri inhodo e Rficdospiilace __uncultured obacteraceae_bact (EE 0.0 0.1 Francia Siel .contammado

2 spirillales ae 2l 5803 con hidrocarburos
__Alphapr | __Sphing Sohi .

. __Sphingomonad __Sphingomona ) JN86 -
oteobaacten omf;sada aceae S 9101 0.1 0.0 USA Lago humico
—Alphapr Rhizob Hyphomicrobia uncultured_bacte AY92
oteot;acten lales — eae __Rhodoplanes - fum 1778 02 0.1 USA: Minnesota Suelo agricola
__Alphapr -

. | _Rhodo __Rhodospirillace __uncultured_bacte JN11
oteobaacten spirilales a6 __uncultured Hum 3077 0.0 0.1 USA Lago
_ Betaprot | __Burkho | __Comamonadac JF41 Norte de ’
eobacteria | Ideriales eae ) ) 7758 02 00 California Suelo de pastizales
—APhapr | prizon | Meth i :

| __Methylobacteri A R AM99 USA: )
oteobaacten s e __Microvirga 0457 0.5 0.5 Washington Suelos contaminados
__Alphapr ) N .
oteobacteri _Rh|zob __Hyphomicrobia __ Rhodoplanes ) HQ11 00 02 USA Suelo arcnlo-arenloso

a iales ceae 9628 bosque de Eucalipto
JF83 Suelo con elevado
__TA18 - - - - 3502 0.1 0.0 NY USA,
_Alphapr Rhodo Rhodospirillace uncultured_bacte EF01 Suelo con elevado
oteobacteri | — . — __Dongia — C 0.1 0.0 NY USA,
a spirillales ae rium 9306
__Alphapr -

. | _Rhodo __Rhodospirillace . AM74 ) -
oteot;acten spirillales 20 __Skermanella __Azospirillum 3175 02 0.1 Enriquecimiento de N
__Alphapr -
oteobacteri —.R.hOdo —Rhodospirilace - - Guss 0.0 05 Rizosfera

a spirillales ae 3307
__Nitroso .
_Betaprp g monadal —iSETERE __uncultured - K 0.1 0.0 Suelo alcalino-salino
eobacteria - ceae 7974
__Alphapr .

. | __Rhizob __uncultured_ba JQ31
oteobaacten iales __KF-JG30-B3 clerium - 1833 0.0 0.2 USA Suelo
_Deltap(o —Myxac __Sorangiineae __uncultured _uncultyred_bacte EU4g 0.1 0.1 Fondo marino
teobacteria occales rium 1164
__Alphapr - "y
oteobacteri _.R.hodo __Rhodospirillace _ uncultured _uncultyred_bacte HQ11 00 0 USA Suelo arcillo: arenoso

a spirillales ae rium 8320 bosque de Eucalipto
__Gamma | __Xantho FR66 Espafia:
proteobact monadal - - - 7176 0.3 0.0 Tarragona, Santa Suelo agricola
eria es Barbara
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__Betaprot __SC-- __uncultured_bac HQ64 Norte de )
eobacteria 84 terium ) ) 0586 02 00 California Suelo de pastizales
__Alphapr . h P
oteobacteri 7_Rh|zob 7Fam|lyflncer1a __Rhizomicrobiu 7uncu|t_ured7bacte HQ19 02 01 Suelo
a iales e_Sedis m rium 0312
__Alphapr ,
oteobacteri _ Caulob | __Caulobacterace APhenylobacte 7uncu|tlured7bacte FQ65 01 00 FenEh Suelo contaminado
2 acterales ae rium rium 9285 : : por PHA
__Alphapr .
oteobacteri —.R hizob __Rhizobiaceae __Rhizobium - Gass 0.0 0.1
a iales 7031
__Deltapro __Myxoc Sl __Sandaracinac __uncultured_soil _ FQ65 00 03 e Suelo contaminado
teobacteria occales — g eae bacterium 8979 ) ) por PHA
__Deltapro __Myxoc F __Sandaracinac __uncultured_soil _ FQ65 q Suelo contaminado
teobacteria occales —Sorangiineae eae bacterium 9000 o o FENEH por PHA
__Gamma | __Xantho .
proteobact e __Xanthomonada __Rhodanobact _uncultpred_bacte DQ12 01 00 USA Suelo contamlnado
e - ceae er rium 5888 con uranio
__Betaprot __TRA3- __uncultured_bac AY92 e .
sobacteria 20 terium - - 1995 0.1 0.0 USA: Minnesota Suelo agricola
__Deltapro __Myxoc __Nannocystinea . - AY92 o .
teobacteria occales e __Haliangiaceae __Haliangium 1675 0.1 0.0 USA: Minnesota Suelo agricola
__Alphapr .
oteobacteri _Rh|zob __Xanthobacterac __uncultured _uncultyred_bade HMO06 02 00 NY USA Suelo con elevado
a iales eae rium 9081 CO:
__Alphapr | __Sphing HM56
oteobacteri | omonada __ JG34-KF-161 - - 5050 0.0 04 Concreto
a les
__Alphapr g Suelo salino-alcalino
.| __Rickett IN17 " 8
oteobacteri el __TK34 - - 8342 0.0 0.2 México del antiguo Lago de
a Texcoco
__Alphapr
oteobacteri —.R.hOdo _ DA1M11 _uncull.ured_ba - Guss 0.2 0.0 Rizosfera
a spirillales cterium 3309
EF01 Suelo con elevado
- - - - - 8500 0.0 0.1 NY USA COs
__Betaprot __SC-- __uncultured_bac EF02 Suelo con elevado
eobacteria 84 terium ) ) 0270 02 00 NY USA [ofe))
__Nitroso .
_Betaprpt monadal __Nitrosomonada _ uncultured ) EF01 01 00 NY USA Suelo con elevado
eobacteria es ceae 8545 CO:
__Alphapr - __uncultured_Rhod )
oteobacteri _.R.hodo —Rhodospirillace __uncultured ospirillaceae_bacte AMI3 0.0 0.1 Francia Suelo lcontamlnado
A spirillales ae s 5394 con hidrocarburos
__Alphapr .
oteobacteri *.R hizob __Rhizobiaceae __Rhizobium - FJ59 0.3 0.0 Espafia Rizosfera
a iales 5997
_Gamma | _Xantho Xanthomonada uncultured_bacte | HQ19 Suelo arcillo-arenoso
proteobact monadal — _ Xanthomonas | — S 0.2 0.0 USA "
eria es ceae rium 0467 bosque de Eucalipto
__Alphapr . N N ’ .

. | _Rhizob __Hyphomicrobia __Pedomicrobiu | __uncultured_bacte JF77 : Digestor anaerobio de
oteob:cten iales ceae m rium 6953 Ll Ll FEER aguas residuales
_ Betaprot | _Burkho | __Oxalobacterace | __Janthinobacte | __uncultured_bacte | AM99 ) "

. - 5 ) 0.1 0.1 Suiza Agua de manantial
eobacteria Ideriales ae rium rium 1168
_Deltapr.o _ Myxoc __Nannocystinea _ Haliangiaceae _ Haliangium FJ47 02 00 Oklahoma, USA 5 cm superficiales de
teobacteria occales e 8973 pradera
__Alphapr .

. | _Rhodo HQ11 Suelo arcillo-arenoso
oteok;acten spirillales —DAI . ) 8932 0.1 00 UsA bosque de Eucalipto
—Alphapr Rhizob Xanthobacterac uncultured_bacte | HQ11 Suelo arcillo-arenoso
oteobacteri | — — __Pseudolabrys | — S 03 0.0 USA "

a iales eae rium 9644 bosque de Eucalipto
_Deltaprp __Myxoc __Cystobacterine _ Cystobactera __Cystobacter AB21 02 00
teobacteria occales ae ceae 8222
_Alphapr | pan | Hyphomicrobi icrobi

o __Hyphomicrobia __Rhodomicrobi | __uncultured_bacte EU75 ~
oteob:cten iales ceae um ium 3663 0.0 0.1 Espaiia Agua Dulce
__Alphapr | __Sphing ] .
oteobacteri | omonada —Sphingomonad | _Sphingomena - AF39 0.0 0.1 Lago

aceae s 5032
a les

__Gamma | __Xantho ]
proteobact monadal —Sinobacteracea __uncultured _unculty red bacte | AY92 0.1 0.2 USA: Minnesota Suelo agricola

eria es e rium 2064
_Betaprpt _Bgrkho __Comamonadac _ uncultured _uncultyred_bacte DQ32 01 0 Biofilm
eobacteria Ideriales eae rium 7690
__Alphapr

. | _Rhodo GU17 .

oteobaacten spirilales _ DA111 - - 2176 0.1 0.0 Alemania Suelo de bosque

ltured_Alc .
__Betaprot | __TRAS3- —unau e AM93 . Suelo contaminado
eobacteria 20 allgenzﬁle;?r]efbact ) ) 5974 B be FENER con hidrocarburos
__Alphapr . .

. __Rhizob __Methylobacteri L FR68 .

oteobacteri iales aceae __Microvirga - 7476 0.1 0.0 Suelo rojo
a

__Alphapr -

oteobacteri inhodo —Rhodospirilace __uncultured - Fi86 0.0 0.2 Estonia
a spirillales ae 8764
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HM06 .
- - - - - 6638 0.1 0.1 USA: Texas
__Gamma | __ Xantho . . " "
proteobact TReIERE __Sinobacteracea __uncultured 7uncu|t_ured7bacte GQ26 00 01 USA Simulacion de sitio
o - e rium 4145 con desechos
_Alphapr Caulob Caulobacterace Phenylobacte DQ12 USA: Texas, San
oteobaacten acterales | 20 ~ fum - 9331 0.0 0.2 Antonio Sitios urbanos
EF02 Suelo con elevado
- - - - - 0107 0.2 0.0 NY USA 02
__uncultured_bet
7Betapr.o t —SC4- a_proteobacteriu - - LS 0.1 0.0 USA: Minnesota Suelo agricola
eobacteria 84 m 1788
oTeglbp:;E:i __Rhizob __Bradyrhizobiac uncultured __uncultured_bacte | GQ50 02 00 Antartica Pilares de musgos
a iales eae - rium 0847 ’ ’ acuaticos
Gamma Xantho
— oy __Xanthomonada __Thermomona __uncultured_bacte | HQ19 .
prot:r?:act mog:dal — 5 o 0467 0.1 0.0 China Campo de petroleo
__Alphapr )
oteobacteri —.R hizob | _ Xanthobacterac __uncultured - AY92 0.0 0.1 USA: Minnesota Suelo agricola
a iales eae 1875
__Alphapr f o .
oteobacteri *.R hizob —Bradyrhizobiac —Bradyrhizobiu - i 0.0 0.1 Espafia Suelos alcalinos
2 iales eae m 9014
—_Alphapr | __Sphing Erythrobactera Altererythroba uncultured_bacte EF51 Norte de
oteobacteri | omonada — — — S 6627 0.0 0.2 Californi Suelo de pastizales
a les ceae cter rium alifornia
__Alphapr .

. | _Rickett GQ48
oteobaacten Siales __uncultured - - 0088 02 0.0
_ Betaprot | __SC-l- __uncultured_bac ; ) HQ11 00 02 USA Suelo arcillo-arenoso
eobacteria 84 terium 8386 ) ) bosque de Eucalipto
__Deltapro __GR- __uncultured_bac : R GQ26 00 01 USA Simulacion de sitio
teobacteria | WP33-30 terium 2941 ) ) con desechos

uncultured_Polya ;

_ Deltapro | __Myxoc m = ol AM93 " Suelo contaminado
e s __Sorangiineae __uncultured nglacea?n_ bacteriu 6555 0.0 0.1 Francia T s
—Alphapr Caulob Caulobacterace uncultured_bacte FJ59 Sedimentos de
oteobacteri | — - __Caulobacter - S 0.1 0.0 India

a acterales ae rium 2571 carbonato
__Gamma | __Xantho ] ’ .
proteabact monadal __Sinobacteracea | __Steroidobacte _uncultyred_bade AY49 00 01 Suelo ggncola

cria es e r rium 3939 desierto

__Alphapr

. _ Rhodo __uncultured_ba EU13 . Suelo de pradera
oteot;acten spirillales _ DA111 cterium - 3375 0.1 0.0 USA: Oklahoma preservado
__Alphapr C

. | __Caulob | __Caulobacterace | __Phenylobacte AB17 ) )
oteobaacten acterales 26 ium - 9499 0.1 0.0 Roca sedimentaria
__Alphapr . . .

.| _Rhizob | __Methylobacteri : } HQM Suelo arcillo-arenoso
oteot;acten iales aceae 9278 01 00 USA bosque de Eucalipto
__Alphapr __uncultured_al ;

. | _Rhodo FM20 q Suelo contaminado
oteobacteri spirilales _ DA111 phafprloteobact - 9092 0.0 0.1 Francia o M g

a erium
__Alphapr - - -

. __Rhodo __Rhodospirillace __uncultured_bacte AB24 Mucosa del intestino

oteobacteri - __Skermanella A 0.1 0.0
a spirillales ae rium 0277 humano

__Gamma | __ Xantho ] -
proteobact monadal __Sinobacteracea _uncultured 7uncult_ured7bacte FJ47 01 01 Oklahoma, USA 5 cm superficiales de

eria es e rium 8844 pradera
7Deltapr.o __Myxoc __Cystobacterine _ uncultured 7uncu|t.ured7bacte EF01 01 00 NY USA Suelo con elevado
teobacteria occales ae rium 8878 CO:
__Alphapr ) .

.| _Rhizob | __Xanthobacterac HQ11 Suelo arcillo-arenoso
oteobaacten iales eae —Pseudolabrys ) 9071 0o 01 usA bosque de Eucalipto
—Alphapr Rhizob Hyphomicrobia Rhodomicrobi uncultured_bacte | HQ39
oteobacteri | — —P - - S 0.0 0.1 India Suelo agricola

a iales ceae um rium 7500
__Gamma | __ Xantho )
proteobact TReIERE __Xanthomonada __Pseudoxanth 7uncu|t_ured7bacte DQ98 01 00 Eranen Suelo _contammado
o - ceae omonas rium 4597 con hidrocarburos
__Gamma | __ Xantho -
proteobact monadal 7S|nobgcteracea __uncultured - :éjg 0.1 0.0 China Rizosfera
eria es
__Alphapr | __Sphing ] .
oteobacteri | omonada __Sphingomonad __Sphingomona _uncultyred_bacte GQ50 00 01 USA Cueva
a les aceae s rium 0887

El phylum Proteobacteria es uno de los principales grupos de bacterias. Se reportan 29
secuencias sombreadas en amarillo en la tabla anterior que corresponde a organismos de este phylum

encontrados en sitios contaminados.
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Tabla A.47. Asignacion taxondmica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 16S rRNA para el phylum Verrucomicrobia.

Reino_Bacteria

Phylum_Verrucomicrobia

ifi 0 0,
Clase Orden Familia Genero Especie Idez(t::wa L '\:SASS = A'SGI:M Pais Fuente de aislamiento
_ Opitu _ Opitut | _ Opitutac | _ Opitu __uncultured_Verrucomicrobia JN40922 04 0.0 China: Rizosfera (suelo-cultivo
tae ales eae tus _bacterium 8 i ) Dalian city pepino)
—Opitu —Opitut | _Opitutac | _Opitu __uncultured_bacterium IN8EB98 0.0 0.1 Agua de Lago
tae ales eae tus 2

La abundancia de Verrucomicrobia en muchos habitats sugiere que tienen el potencial de ejercer
un considerable impacto ecoldgico. Por ejemplo, las secuencias del gen 16S rDNA representan un
porcentaje considerable de secuencias en bibliotecas de clones del suelo, con estimaciones de niumero de
células totales que van desde 106 a 108 células por gramo (peso seco) de suelo, contribuyendo de ese
modo hasta 0.2% del DNA total en el suelo. Por otra parte, el 16S rRNA de Verrucomicrobia comprende
2.2% a 10% de los rRNA totales extraidos de muestras de suelo, lo que implica que son metabdlicamente

miembros activos de las comunidades microbianas en suelos (Wertz et al. 2012).

De los datos del metagenoma realizado a los suelos MASE y SMI, el gen 18S rRNA reporta 43
OTU'’s sin asignar Reino para 9006 secuencias de ambos tipos de suelo (666 para MASE.18S y 8340 para
SMI.18S) lo que corresponde al 26.4% del total de secuencias alineadas de ambos tipos de suelo. Mientras
que para 35 OTU’s asignados al Reino Fungi, pero sin asignar phylum se reportan 12680 secuencias
(10909 para MASE.18S y 1771 para SMI.18S) lo que corresponde al 37.23% del total de secuencias
alineadas de ambos suelos. Los phyla asignados de su secuencia mas cercana se presentan en las
siguientes tablas junto con la fuente de aislamiento reportada en la base de datos, el porcentaje
correspondiente a MASE.18S en las tablas se calculd6 para el total de secuencias alineadas
correspondientes a este suelo (17299), mientras que para SMI.18S corresponde a las 16770 lecturas

alineadas a este suelo.

Tabla A.48. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 18S rRNA para el phylum Ascomycota.

Reino_Fungi
Phylum_Ascomycota
- " Identifi | %MAS | %SMI 7 NN
Clase Orden Familia Genero Especie s E16S 168 Pais Fuente de aislamiento

c__Sordario | o__Hypocrea f_Incertae sedis g__llyonectri | JF7353 00 8.0 USA: Carolina

mycetes les a 63 del Norte
c__unidentif | o__unidentifi f__unidentifie | g__unidentif | s__unculture EF154 71 0.0 Raices

ied ed d ied d 351 ) i
. . e — Hungary:
c__Leotiom 0__Helotiale f__unidentifie gfuvmdenhf ) JNB592 00 52 Tatarszenigyor Raiz de planta
ycetes s d ied 75 a

c__Sordario | o__Hypocrea f__Nectriace g_Haemat s_Haerpato 136632 28 0.0

mycetes les ae onectria nectria
¢__Sordario o__Sordarial f__Lasiospha g__Cladorr s__Cladorrhi FN689 ) Rizosfera de plantas de

N ) 15 0.0 Grecia

mycetes es eriaceae hinum num 667 tomate
c__Sordario | o__Hypocrea HM162 . .

mycetes ies - - - 159 18 0.0 USA: Texas Raices de cesped
c__Eurotio o__Chaetoth f__unidentifie | g__unidentif | s__ Chaetoth EU520 I

mycetes yriales d ied yriales 629 00 26 Australia Suelo
c__Sordario | o__Hypocrea f__Nectriace g__Fusariu HM162 . .

mycetes ies a6 m - 220 37 0.0 USA: Texas Raices de cesped
c__Sacchar | o__Saccharo | f_Dipodasca | g__unidentif JX9152

) - 1.7 0.0

omycetes mycetales ceae ied 44
¢__Dothide o__Pleospor f__Pleospora g__Epicocc | s__Epicoccu AM901 16 0.0 Finlandia Polvo

omycetes ales ceae um m 690

129



Anexos
.}

¢__Sordario ) ) g__Microdoc AF455
mycetes 0__Xylariales f__Incertae sedis hium 402 08 0.0
¢__Sordario o__Hypocrea . g__Acremon AB540 Lodos de una composta de
mycetes les ez sl ium 579 e o A estiercol de cerdo
c__unidentif | o__unidentifi f__unidentifie | g__unidentif | s__unculture AY833 —
ied ed d ied d 037 05 0.0 Micorrizas
KJ1887
- - - - - 27 04 0.0
c__unidentif | o__unidentifi | f_unidentifie | g__unidentif R GU174 00 13 México Muestra de raiz mixta
ied ed d ied 012 ) i
¢__Dothide o__Pleospor f__Pleospora ) R HQ533 05 0.0 Plantas Allium Coreas y
omycetes ales ceae 146 ) i Chinas
c__Sordario ) f__unidentifie | g__unidentif KF385
mycetes o__Xylariales d ied - 331 0.0 0.3 Vapor
c__unidentif | o__unidentifi f__unidentifie | g__unidentif | s__unculture EU489
ied ed d ied d 987 0.7 0.0 USA Suelo de la sabana
¢__Dothide o__Pleospor FJ5287 )
omycetes ales - - - 15 0.0 0.4 Australia Suelo
FN539 USA: Nuevo .
- - - - - 075 03 0.2 México Raices
c__Orbiliom - f__Orbiliacea g__Arthrob AF106
yostes o__ Orbiliales e otrys - 530 0.3 0.0
c__Sordario | o__Hypocrea f Incertae sedis g__llyonectri | JX2311 00 0.2 Esquejes de planta
mycetes les — a 50 ) i
GU566 Republica .
- - - - - 206 05 0.0 Checa Rizosfera
c__Sordario | o__Hypocrea ) g__llyonectri | JF7353 Muestra vegetal de 1.5 afios
mycetes es f__Incertae sedis a 58 0.0 0.3 Portugal con dedlive
c__Sordario | o__Sordarial ) ) R JX4898 06 0.0 Austria Suelo agricola
mycetes es 39 ) i 9
c__Dothide o__Pleospor | f__unidentfie | g__unidentif ) HM535 0.2 0.0 China Aislado de octocoral
omycetes ales d ied 381 ) )
c__Sordario | o__Sordarial | f_Lasiospha ) R AY999 02 0.0
mycetes es eriaceae 116 ) i
c__unidentif o__unidentifi f__unidentifie | g__unidentif | s__unculture HM161 . .
ied ed d ied d 996 0.1 0.0 USA: Texas Raices de cesped
c__Sordario | o__Hypocrea | f__unidentifie | g__unidentf | s__Hypocre JF3004 )
mycetes s d ied ales 17 0.1 0.0 Suecia Suelos de bosque boreal
¢_Dothide o__Pleospor f__Incertae sedis g__Mycocen JQ346 0.0 0.1 China Raices de hierbas
omycetes ales trospora 814
¢__Sordario o__unidentifi f__unidentifie gfulmdenhf s__Sordario HM162 00 04 USA: Texas Raices de cesped
mycetes ed d ied mycetes 088
¢_Leotiom 0_Helotiale f__Incertae sedis g_‘[etracla FN397 0.0 0.1 Francia Trufa creciendo en suelo
ycetes S dium 382
c__Eurotio o__Chaetoth f__unidentifie | g__unidentif | s__ Chaetoth EF159 ;
§ ) ; 0.0 0.3 Hojarasca
mycetes yriales d ied yriales 517
) Suelo contaminado
c__Dothide o__Pleospor FJ4395 . ) o
omycetes A - - - 93 0.0 0.1 Reino Unido amﬂmalme;:z;:gn plomoy
c__Sordario o__Sordarial f_Lgsiospha g_pladorr R FM955 04 0.0 Egipto Suelo del desierto
mycetes es eriaceae hinum 447
¢__Sordario o__Sordarial ffL_asmspha g Zopfiella ) KC507 04 0.0
mycetes es eriaceae 228
¢_Dothide o__Incertae sedis f__Incertae sedis KFo19 0.0 0.1 China Raices y tallos
omycetes 246
c__Sordario | o__unidentifi f__unidentifie | g__unidentif | s__ Sordario EU620
] 0.1 0.0 Israel Composta
mycetes ed d ied mycetes 151
c__Sordario | o__Hypocrea f__Nectriace g__Fusariu . KC222 . Bolsas de crecimiento interno
s__Fusarium 0.1 0.0 Australia ]
mycetes les ae m 668 de hifas
c__Sordario | o__Hypocrea | f_Nectriace g__Cylindro JF7353 .
mycetes es 20 carpon - 02 0.0 0.1 Netherlands Raices
c__Sordario | o__Hypocrea f__Nectriace DQ420 USA:
mycetes les ae ) } 802 0.1 00 Minnesota Suelo
c__unidentif | o__unidentifi f__unidentifie | g__unidentif R GU566 Republica !
ied ed d ied 253 00 | 02 Checa Rizosfera
c__Sordario | o__Hypocrea : g__Stachyb HQ649 = ’
mycetes ies f__Incertae sedis olrys 938 0.4 0.0 Espafia Raices
¢__Sordario o__Hypocrea f__Nectriace HQ897
- - 0.1 0.0
mycetes les ae 790
c_Sordario | o__Sordarial | f_Lasiospha ) R HF947 0.0 02 Grecia Filosfera de plantas de
mycetes es eriaceae 052 ) i pimiento
¢_Dothide o_GCapnodia | f_Mycospha | g_Cercosp - JX1435 0.1 0.0 Japon Malas hierbas entre las rosas
omycetes les erellaceae ora 80
¢_Dothide o_Pleospor f__Incertae sedis 9_Periconi IN8593 0.0 0.1 Hungria Raices de planta
omycetes ales a 65
c__Eurotio o__Eurotiale | f__Trichocom | g__Penicilli GU724 00 04
mycetes S aceae um } 350 ) i
c__Dothide o__Pleospor f__Sporormia | g_ Westerd AB711 ]
omycetes ales ceae ykella ) 978 02 00 Suelo rojo
¢_Pezizom o__Pezizales - - - KF800 0.0 0.1 USA Alire interior
ycetes 600
c__Leotiom 0__Helotiale f__unidentifie gfulnldenhf s__Helotiale JQ685 0.0 01 Raices
ycetes S d ied s 242
¢__Sordario o__Sordarial f_Sordariac | g__unidentif | s__Sordaria GU053 .
mycetss es e ied coae 852 0.3 0.0 Muestra de filtro de aire
c_uln|dent|f o__unidentifi f__unidentifie g_qnldenhf s__unculture FJ5488 04 0.0 China Suelo geotermal
ied ed d ied d 31
¢__Sordario o__Sordarial f__Lasiospha EF197
N - - 0.0 0.0
mycetes es eriaceae 088
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¢__Dothide f__Pseudeu | g_ Pseudeu GU934

omycetes o__Incertae sedis rotiaceae rotium 582 0.1 0.0 Lituania Sistema de raices
c__Sordario | o__Hypocrea " g__llyonectri | JF4329 . . ’ .
mycetes ies f__Incertae sedis a 84 0.0 0.0 Reino Unido Rizosfera de oleginosa
c__Eurotio o__Eurotiale f_Trichocom g__Penicilli s__Penicilliu JF4395 ) .
mycetes S aceae um m 03 0.0 0.1 China Montafia
c_ulnldentlf o__unidentifi f__unidentifie g_qmdentf s__unculture EF434 0.0 01 USA: Alaska Horizontes de suelo humico
ied ed d ied d 086
¢__Dothide o__Pleospor ffPhaeosph g__Ampelo ) KF385 00 0.0 Raices
omycetes ales aeriaceae myces 301
c__Incertae sedis o__Incertae sedis f__Incertae Aggg 1 04 0.0 Pescado
) - Hungary:
c__Dothide o__Pleospor ) g__Periconi JN8593 .
omycetes ales f__Incertae sedis a 65 0.0 0.0 Tatars;intgyor Raiz de planta
c__Incertae sedis o__Incertae sedis f__Incertae AT;;G 0.1 0.0
- - - - - o’ | 00 | 00 USA Suelo de la sabana
c__Eurotio ofc_haetoth f__unidentifie gfu_mdennf st_haetoth FN397 0.0 0.0 Francia Trufa creciendo en suelo
mycetes yriales d ied yriales 279
¢__Sordario o__Sordarial f_L;asmspha g_qnldentlf s_L.aS|osph GU055 04 0.0 Austria Suelo agricola
mycetes es eriaceae ied aeriaceae 523
c__Eurotio o__Onygenal | f_Onygenac | g_ Chrysos ) AJ0053 0.0 04
mycetes es eae porium 68 ) i
c__Sacchar | o__Saccharo ’ g__Kodama EF196 .
omycetes mycetales f__Incertae sedis ea 811 0.0 0.0 Levaduras marinas
c__Sordario ) f__Amphisph GU721 .
mycetes o__Xylariales aeriaceas - - 879 0.0 0.1 USA Polvo de la superficie
c__Incertae sedis o__Incertae sedis f__Incertae G;JBBS 3 0.0 0.0 Muestra de filtro de aire
c__Dothide o__Pleospor | f__unidentifie g_L{nidenﬁf s__Pleospor HQ335 00 0.0 Antértida
omycetes ales d ied ales 297
c__Pezizom o__Pezizales f__Pyronema gfulmdenhf s__Pyronem EU826 04 0.0 Suelos de Arroz
ycetes taceae ied ataceae 918
c__Eurotio o__Eurotiale f__Trichocom g__Aspergil s__Aspergill JX4364 0.0 0.0 Espafia
mycetes S aceae lus us 63
c_Sordario o__Incertae sedis f_Apiospor | g _Arthriniu KF144 0.0 0.0 Netherlands Cafias muertas
mycetes aceae m 888
c__Dothide o__Pleospor f__Pleospora DQ337
- - 0.0 0.0
omycetes ales ceae 380
c__Sordario | o__Hypocrea JF4498 )
mycetes s - - - 87 0.1 0.0 Austria
c__Eurotio o__Chaetoth f__unidentifie | g__unidentif | s__Chaetoth DQ421
mycetes yriales d ied yriales 065 00 0.1 USA Suelo
c__Sordario | o__Hypocrea | f_ Nectriace g__Calonec | s_ Calonect | GQ280 00 04
mycetes les ae tria ria 584 ) i
¢__Orbiliom o__ Orbiliales f__Orbiliacea g__Arthrob s__Arthrobot | HQ649 01 0.0 Espaiia Raices
ycetes e otrys rys 929
c__Sordario o__Sordarial f__Lasiospha g__Schizot s__Schizoth NR_10
N ; . 0.1 0.0
mycetes es eriaceae hecium ecium 3589
c__Eurotio 0__Chaetoth f__unidentifie | g__unidentif | s__Chaetoth DQ421 USA:
§ ) ) 0.0 0.1 ) Suelo
mycetes yriales d ied yriales 069 Minnesota

Ascomycota es el mayor phylum de los hongos y uno de los phyla de eucariotas mas diversos
y ubicuos. Sus especies se encuentran en numerosos nichos ecoldgicos y en practicamente todos los
ecosistemas terrestres y acuaticos, ademas se han aislado de algunos de los entornos mas extremos de la
Tierra, desde el interior de las rocas en las planicies congeladas de la Antartida hasta de maderas de aguas
profundas y sedimentos (Kohimeyer 1977; Schoch et al. 2009; Selbmann et al. 2005; Raghukumar et al.
2004).

Tabla A.49. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 18S rRNA para el phylum Basidiomycota.

Reino_Fungi
Phylum_Basidiomycota
- . Identifi %MAS | %SMI. 7 . .

Clase Orden Familia Genero Especie ey v E16S 165 Pais Fuente de aislamiento
c_/-::ge?(relscomy o_eltllaalztshar f_igizrcaetg:as g_uigl(;ientlf - JQ:;‘. 78 0.0 22 México Suelo de matorral
c__Agaricomy | o_ Agarical | f_Inocybace | g_ Neopaxi | s__Neopaxil | JN0332 . Suelo arcilloso de bosque

cetes es ae llus us 23 00 28 Puerto Rico humedo tropical
c__Agaricomy o__Trechis f__unidentifie | g__unidentif | s__Trechisp GU0540 ) . .

cetes porales d ied orales 17 02 00 Filtro de aire marino
cil-::%etlgscomy O*AE: rical L;Qgggfm gflvgcenel sfMya/ceneII EF;§4O 0.0 0.5 USA Horizonte himico de suelo
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c__Tremellom o__Filobasi f__Filobasidi g__Cryptoc s__Cryptoco FN6896 Rizosfera de plantas de

ycetes diales aceae occus ccus 78 00 01 Grecia tomate
c__Tremellom o__unidenti f__unidentifie g__unidentif | s__unculture JQ9515 0.0 04 Costa del Raices de la vid
ycetes fied d ied d 90 ) i Adridtico oriental
c__Tremellom o__Tremell ; g__Hannaell HQ6310
yeetes dles f__Incertae sedis a 46 0.1 0.0 Campo
c__Agaricomy | o__Canthar | f_Ceratobas ; } KF3860 0.0 01 Alemania
cetes ellales idiaceae 35 ) |
¢__Agaricomy 0__Agarical f__Psathyrell g__Coprino } FJ5488 04 0.0 China S aEsiEE]
cetes es aceae psis 35 ) i 9
c__Agaricomy | o__Canthar | f_Ceratobas | g__Thanate s__Thanate JQ6768
- 0.0 0.0
cetes ellales idiaceae phorus phorus 78
c__Agaricomy | o__Canthar | f_Ceratobas | g_ Ceratob | s__Ceratoba | HM6236 ]
- L s 0.1 0.0 China
cetes ellales idiaceae asidium sidium 15
c__Agaricomy o__Agarical f__Psathyrell } ) KC1917 0.0 0.0 Rizosfera de algodén
cetes es aceae 51
¢__Microbotry | o__Sporidio ) g__Sporobol | JX9846 ) ) .
omycetes bolales f__Incertae sedis omyces 98 0.0 0.0 Filtro de aire marino

Tabla A.50. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 18S rRNA para el phylum Glomeromycota.

Reino_Fungi
Phylum_Glomeromycota
ifi 0y 0/
Clase Orden Familia Genero Especie Ide:;l:lca M:I:ss E A’?SMJ Pais fulentg de.
c_GégrtT;zromy o__Glomerales f_GIor:eracea g_unidentifie s__uncultured JF439112 0.0 83 China
c__Glomeromy o__Diversispor f__Acaulospora g__Entrophos s__Entrophos GU18785 0.0 08 Austral Suelo
cetes ales ceae pora pora 8 i ) ia
¢__Glomeromy o__Diversispor f__Acaulospora g__Entrophos s__Entrophos Franci Trufa creciendo en
cetes ales ceae pora pora FN397325 0.0 08 a suelo
c__Glomeromy o___Glomerales f__Glomeracea ngur.\nellfor sfFur!nellfor X96843 0.0 07 Etiopia Bosque seco
cetes e mis mis
¢__Glomeromy o__Archaeospo f_Ambisporac . ; DQ40025 Alema
cotes rales cae g__Ambispora | s__Ambispora 3 0.0 05 nia Suelo
¢_Glomeromy | - o_Archacospo - - - JF439210 00 03 USA Raices
cetes rales i )
¢__Glomeromy 0__Archaeospo f__Ambisporac i A AJ567807 0.0 04 Algma Raices
cetes rales eae nia
¢_unidentified | o_unidenified | f_unidentfied | S—UMdentifie | o citured FT5233 00 00 USA | Raices de pasto
¢ Glomeromy o__Glomerales f_Glomeracea ngur_\nehfor sfFuqnehfor JF439112 0.0 0.0 Peru Rizosfera
cetes e mis mis

El phylum Glomeromycota solo se encontré6 en SMI, estos hongos se caracterizan por ser
organismos asexuales y simbiontes obligados de plantas vasculares, de las cuales obtienen sus nutrientes

organicos y forman micorrizas arbusculares (Schiiler et al. 2001).

Tabla A.51. Asignacion taxonémica y fuente de aislamiento de la secuencia mas cercana del

gen 18S rRNA para el phylum Zygomycota.

Reino_Fungi
Phylum_Zygomycota
Clase OTQ Familia Genero Especie Iden:)i:icad %MASS =i %Sl\gl.16 Pais Fuente de aislamiento

c__Incerta sedis o__Mortierellal f_unidentified g__unidentifi UX489813 0.0 05 China Suelo con pultivo de

e es ed pepino
cflr;certa sedis oszr;ierellal ffMoratli:reIIace nggﬁiereIl AB542097 04 0.0 Japén Suelo
c_Ir;certa sedis o_Mt;r;iereIIaI f_Moretli:reIIace g_M(;rtiereII KC222730 0.0 0.1 Australia Suelo salino
cflr;certa sedis ofMtzr;ierellal ffMor;isrellace ng(;niereII DQ420866 0.0 04 USA Suelo
C—'gce“a sedis °—M‘;Tere”a' f_unidentfied g—ugige”“ﬁ EU490044 0.0 0.1 USA Suelo de I sabana
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c__Incerta

e sedis o_Moer:ereIIal f_Morg:rellace g_M(;mereII FN397316 0.0 0.2 Francia Trufa creciendo en suelo
c__Incerta ) o__Mortierellal f__Mortierellace g__Mortierell Reino Suelo rico en Cd, Cu y

2 sedis - B a EU437426 0.1 0.0 Unido Zn
cflr;certa sedis ofMt;r:erellal ffMor;l:reIIace ngZmereII HM240131 0.0 00 USA Suelo de pradera
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Representacién en arbol filogenético de la diversidad taxonémica de
especies de bacterias y hongos encontrados en los suelos MASE y
SMI.
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Figura A.40. Arbol filogenético del gen 16S rRNA del metagenoma de suelos MASE y SMI. Las secuencias

fueron alineadas por ClustalW. El arbol filogenético fue construido por Neighbor-Joining. La secuencia 16S rRNA de Sulfolobus

metallicus (Acceso: U40813.1) fue usada como grupo externo (out-group). Ver=Verrucomicrobia; Pro=Proteobacteria;
Pla=Planctomycetes; Nit=Nitrospirae; Gem=Gemmatimonadetes; Fir=Firmicutes; Chl=Chloroflexi; Bac=Bacteroidetes;
Arm=Armatimonadetes; Act=Actinobacteria; Aci=Acidobacteria. Las letras minusculas p, c, o, f, g y s representan phylum,

clase, orden, familia, género y especie respectivamente.
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Figura A.41. Arbol filogenético del gen 18S rRNA del metagenoma de suelos MASE y SMI. Las secuencias fueron alineadas
por Muscle. El arbol filogenético fue construido por Neighbor-Joining. La secuencia 16S rRNA de Sulfolobus metallicus fue
usada como grupo externo (out-group). Las letras mayusculas A, B, G y Z representan los phyla Ascomycota, Basidiomycota,
Glomeromycota y Zygomycota respectivamente. Las letras minusculas p, c, o, f, g y s representan phylum, clase, orden,

familia, género y especie respectivamente.
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Tablas de secuencias

Tabla A.52. Secuencias obtenidas de la amplificacion del gen rDNA 16s y los ITS's 4 y 5 de los
diferentes aislados.

Aislado

24
Hongo

4“

Hongo

Hongo

69
Hongo

Secuencia directa

CCTATGCGACTGAGGAGACATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCA
ACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCT
TAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGA
AGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAA
ATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAAT
CATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTG
GGCCCCGTCCTCCGATCC
CGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTC
GAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTT
GCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG
ATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAACCGCGAGAGAAAA

CTTAAGCGACTGAGGAGACATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCA
ACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCT
TAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGA
AGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAA
ATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAAT
CATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTG
GGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCG
GCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTG
TAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCTAAAAC
CCGGAAGAAAAGGTTAGTTCGCCGTCT

CTGATAGGCGAATGAGGGAGACATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGT
CCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCG
CCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGC
CGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAAT
ATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGT
GAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGT
GTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGC
GGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGC
TCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCCGGAGGAA

TCGGTTAGGCTTATGCGGAGACATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGT
CCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCG

Secuencia reversa

AGGCTGGACTTACTGATCCGAGGTCACCTGGATAAAAATTTGGGTT
GATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCC
CCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGG
GCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCG
TGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGA
ATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTG
AATTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCG
ATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATA
TTTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTC
GGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTAAGCCCCCCGGCGGCCAGTT
AAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTGG
GAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCA
GGTTCACCTACGGAAACCTTGTTAGATTTTTTACTTTCAAAAATGGG
AAAC

CAACTTGGACTTACTGATCCGAGGTCACCTGGATAAAAATTTGGGT
TGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGC
CCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCG
GGCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCC
GTGCTTGAGGGCAGCAATGACG

CTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTACAATCTT
CAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGG
GCGTAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCA
ACAAGGTAAAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCC
CTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTG
TTACATTTTTTACTTTCAAAA

AAC

GGGGT

CAAGCGTGGTATCACCTGATCCGAGGTCACCTGGATAAAAATTTG
GGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAA
AGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTT
TCGGGCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAA
GCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGT
GCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACG
TATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTACAATC
TTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGG
GGCGTAAGCCCCCCGGCGGCCA
GTTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGT
GGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCG
CAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGATTTTTTACTTCCAAAATT
GCGT

TAGCCGTGTTCTCACTGATCCGAGGTCACCTGGATAAAAATTTGGG
TTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAG
CCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTC
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Ensamblado

TATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCG
AGGTCAACCTGGATAAAAATTTGGGTTGATCGGCAA
GCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGC
CCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCG
CTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGAC
GGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCA
ATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCA
GGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTC
ACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGC
TGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGT
TGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGAC
TACAATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTCGGC
GGGCGCGGGCCCGGGGGCGTAAGCCCCCCGGCG
GCCAGTTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTA
AAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGC
CCTCACTCGGTAATGaTCcTtCCGCAGGTtCACCTACG
GAAACCTTGTTAGATTTTTTACT

CCCTTTTGAAAGTAAAAAATGTAACAAGGTTTCCGTA
GGTGAACCTGCGGAAGGALCATTACCGAGTGAGGG
CCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTA
CCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCG
CCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCC
GAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTC
TGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGT
GAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCT
GGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT
GCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCG
TCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAG
CGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGG
GCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCT
TGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CTAAAACCCGGA

TTCCTCCGGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGG
TATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGATAAAAA
TTTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACA
GAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCG
GACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCC
CCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGC
CGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCA
TGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACAT
TACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCC
GGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAAT
TTATATTTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGT
TCGAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGG
CGTAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCC
GCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTGGGA
GGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATG-TC-
TYCCKCAggTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGATTT
TTTACTTCCAAA

CCTCCGGCCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGT
ATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGATAAAAAT
TTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAG
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CCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGC
CGAAGACAC
CCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGA
GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCC
CGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC
GCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGC
CCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCCGG
AGGAATTTTTTAAAAT

TCTTTAAGCGTAAGTGAGGAAGACATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
GTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCC
CGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCC
GCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAA
ATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATC
GATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGA
GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCC
CGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC
GCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGC
CCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG
GAA

GGGAATACGGCGTGACTATACATGCAAGTCGAGCGAATCGATGGGAG
CTT
GCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCC
TATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGT
TC
TTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATA
G
ATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAA
GGC
GACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA
TGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGG
GTC
GTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGT
AC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CG
CGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC
GTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG
AAT
TCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTG
GCG
AAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CcT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CA
CTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTT
TC
CCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AG
TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GG

GGGCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAG
CCGTGCTTGAGGGCAGCAATGAC
GCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTA
TCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTACAATCT
TCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGG
GCGTAAGCCCCCCGGCGGCCAG
TTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTG
GGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGC
AGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGATTTTTTACTTCCAAAACG
GTCGTAATTTCCCT

CCAACCTTGGTAACCCCCAATGATCGAGGTCACCTGGATAAAAATT
TGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGAC
AAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCC
TTTCGGGCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACAC
AAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAA
TGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAA
TGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTA
CGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAG
ATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTACA
ATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCC
GGGGGCGTAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGCCG
AAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAG
GGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA
CCTTGTTACGACTTTTACTTCCAAAAGGGGCGGGTACGAATAGACT
AAAACACAAAAAAACACAAAAAAGTTCTCACGTCCCCCCCCCCTCT
cceeeectee

ACATTTTCTTGTACACCTTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCT
CACC
GACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTC
CGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAAT
GGCTT
TATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATC
CATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACT
GAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTG
TCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGT
CAAGA
CCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCG
GAAAC
CCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAG
ACCA
GAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTT
CACC
GCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCA
GTTT
CCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTT
AAGGA
ACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CCACC
TACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTA
GGTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCT
AACA
ACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGGCGTTG
CTCCG
TCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCG
TAGG
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AGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGG
ACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCC
CGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCG
TGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTA
CGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGG
AACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTT
ATATTTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGTTC
GAGGGTGTCTTCGGCGEGCGCGGGCCCGGGGGCG
TAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGC

CGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTGGGAGG

TTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTT
CCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGATTTT

TTACTTC

TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGT
ATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGATAAAAAT
TTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAG
AGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGG
ACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCC
CGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCG
TGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTA
CGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGG
AACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTT
ATATTTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGTTC
GAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCG
TAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGC
CGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTGGGAGG
TTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGTCTTCC
TCA
CGGCGTGACTATACATGCAAGTCGAGCGAATCGAT
GGGAGCTTGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGG
ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGT
TCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTT
ACGCTGTCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC-
ACACTGGGACTGAGACACGGCCC-
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC-
TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTC
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCT
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
GAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAA
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGA
CACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTTCGGG
GGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGG
TACAAAGGGCTGCAAACCTGCGAAGGTAAGCGAAT
CCCATAAAGCCATTCTC-
AGTTCGGATTGCAGGCTGCAA-
CTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTA
ACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTCATGGAGCC
AGCCGCCTAAGGTGTAC
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AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTA
CACCCGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGCGAAGG
GAA
GCGAATCCCCTAAAGGCCTTCTCCATTTCGGATTGCAGGGTGGAATCT
cc
CTGCTTAAAACCCGAATCCCTATAAATCCGGAATACAATGCCCGGGGG
AA
AAATTTCCCGGGCCTGTTACCACCGCCCCCCCACCCCCCAGATTTGTT
AC
CCACCCAACCCGGGAGGAACCTTCTGGACCCCGCCTAAGGCGAATGG
GGG
GGTTGGTGGGTTGGTGGGCGGGCACACACAA
GGCAGGATGACGTCATGACTATACATGCAAGTCGAGCGAATCGATGG
GAG
CTTGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCT
GCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATA
CG
TTCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTT
A
TAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC
CAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAA
TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTT
CGG
GTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCT
GG
TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAA
GCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACC
GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAG
TGG
AATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAG
TG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCG
TGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GT
GCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT
TGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGG
CcT
TTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT
cT
TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAA
AC
CGAAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GG
GCTACCACCTTGCTACAATGGAAGGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGG
CAA
GGTAAGCGAATCCCATAAAGGCCTTTTCCAGTTCGGATTGCAGGGTGG
CA
ATCCCCTGGCTTGAAACCGGAATCCCTTTAAATCCGGGATAACCTTGC
cc
GCGGGGAATAATTTCTCGGGCCTTGGTAACACCGCCCCGTCACACCC
ACA
GAATTGTTAAACCCCGAGCCCGGGGGGGGACCTTT
TGCAGTCGAGCGAATCGASGGGAGCTTGCTCCCTGAGATTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAAC
TTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGTTCTTTTCTCGCATGAGA

GAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATAGATGGGCCCGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGTC
GTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGT

AATCTGGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGGCCGATCACCCTCT
CAGGT
CGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAG
CTAAT
GGCCCGCGGGCCCATCTATAATGGACACCGTAAACCGTCCTTCCA
TCTTT
CCTCAAGGCGAAAAAAGAACGTTTCCGGGTTATAACTCCCGGTTTC
CCGA
AGTTATTCCCAGTCTTTAAAGGCGGGTTGGCCACCGTGGTTACTCC
[elelelc]
TTCCGCCGTTATTTCCAGGGAGGAAAGTTCCCCCTGAAATCCCTCC
CCAC
TTTCTGGTTATTGGAACCCCCCC
TTGGGCGTATCTTGTCACATTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTA
CCTCA
CCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAA
GGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGAT
TCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGA
ATGGC
TTTATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCA
TCCA
TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAA
CTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGT
CACTC
TGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGAT
GTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTC
CACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGG
CCGTA
CTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGG
CGGAA
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTAC
AGAC
CAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCAT
TTCA
CCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCC
CAGT
TTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGAC
TTAAG
GAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCT
TGCCA
CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTT
CTGGT
TAGGTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCC
CTAA
CAACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGGCGT
TGCTC
CGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAAAATTCCCTACTGCTGCCTCC
CGTA
GGAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGT
CGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAACCATTACCTCACCAACTAG
CTAAT
GGGCCGCGGGGCCCATCTATAAGTGGACAGCGGTAAACCGTCCT
TTCCAT
CTTTCCTCAATGCGGAAAAAAAAACGATTCCCGGGATTATACCTCC

CGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAA
ACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTT
CATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGCTTT
ATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTA
GAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTC
GTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
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TTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCTCACCGA
CTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGG
CATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCA
TGC-AGGCGAGTTGC-AGCCTGCAATCCGAACTG-
AGAATGGCTTTATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGT
TTGCAGCCCTTTGTACCA-TCCATTGTAGCACGIGTG-
TAG-
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTT
AGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC
ACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAG
GGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCC
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGC
GTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGC
CTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAA
GTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCC
GTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCTGCG
CGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCA
GCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGG
CGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAG-
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC
GTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTA
CCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGC-
GGGCCCATCTATAAGTG-ACAGCG-TAAACCGTC-
TTTCCATCTTCTCTCATGCGAGAAAAGAACGTATCC
GGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCT
TATAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCG
CCGCTAATCTCAGGGAGCAAGCTCCCATCGATTCG
CTCGACTTGCATGTATAGTCA
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ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
GGCAGATCCGTGATCATTATAAGCTGTCGAGCGAATCGACGGGAGCTT
GC
TCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC
CTA
TAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACGTTC
T
TTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTATAG
AT
GGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG
CGA
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGT
CGT
AAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGTAC
CcT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CG
CGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GA
GGGTCATTGGAAACT! AACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
T1C
CAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGC
GAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AA
GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CT
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTT
CC
CCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GT
TGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGA
GGAAGGGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCCTTATGACCTGGG
GCT
ACCACCGTGGCTACAATGGAATGGTACAAAGGGGCTGCAAACCTGGC
AAA
GGTAACCGAATCCCTTAAAGCCATTCTCAATTTCGGATTGCAGGGTTG
CA
ATCCGCCTTGGCTGAAACCCGGAATCCCCTATAAATCCCGCGATACAC
cT
GGCGCCGGGGGAATAAGTTTCCCGGGGCCTGTTAACC
GGCGGGGAGGGGATGACTATACATGCAAGTCGAGCGAATCGATGGCGA
GCT
TGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACC
TGC
CTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACG
T
CTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTAT
A
GATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCA
AGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCG
GGT

CCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTAT
CTCTAGGG

CCTGGTGTTTCAAGCGACTCGATGCGCGTCTGGCTCCATGAAGGT
TACCT
CACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTG
TGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTAC
TAGCG
ATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGA
GAATG
GCTTTATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTAC
CATC
CATTGTAACACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCACGATGATT
TGACG
TCATCGCCACCTTCCACAGGTTTGTCACCCGCACTGCTAAAACATC
GACC
AACAGAATGCTGAATCCTAAAAACACGGGCCACACCTGATGACCC
AGCTC
GCAAAACACCGAGGTATAGTAAGAGAAAACACCAAAGACCCTACT
GACAG
TCAGTACCAAGCTCGCCTCAAACCACAAGCCAAGGACCACCAACA
ACCCA
ACCAAGATGTCAAATAGC

CCCATATTCTGTACACCTTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCT
CACC
GACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTC
CGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAAT
GGCTT
TATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATC
CATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACT
GAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCC
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AGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTC
GTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCG-ATTCCGGCTT-CAKSCA-
GGCGARTTGCARsCCTGCAATCCGAAC-
TGAGAATGGCTTTAWGGGATTCGCTTACCTTCGCCA
GGTTTGCAGCCCCTTTGTACCATICCATTGTAGCCAC
G-
GKGKTAGCCCCAGGTCATAAGGGGGCATGATGATTT
GACGTCATCCCCMCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG
CAgtCACMTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAAC
TAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCA
CCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCC
TATCTCTAGGGTTGTCAGGAGGATGTCAAGACCTGG
TAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAG
TGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAA
ACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACG
CTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGT
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGC
ATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTC
TGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCAC
GGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAA
CCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGA
CAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCG
TCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTC
CCTAACAACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTT
CGTTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCA
TTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGA
GTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATC
ACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGT
GAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCG
GGCCCATCTATAAGTGACAGCGTAAACCGTCTTTCC
ATCTTCTCTCATGCGAGAAAAGAACGTATCCGGTAT
TAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAG
GCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGC
TAATCTCAGGGAGCAAGCTCCCGTCGATTCGCTCGA
C

GTACACCTTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCT
CACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCAC
CGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG
GCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAA
CTGAGAATGGCTTTATGGGATTCGCTTACCTTCG-
CAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCA-
TCCATTGTAGCACGGTG-
TAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAC
CTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATC
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC
TGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTC
TAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCA



Anexos

29
Bacteria

CGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGG
TA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GC
GCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGT

A TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTG
GAA
TTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTG
GC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GC
TAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCT
T
CCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCT
TA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCGGG
GCT
ACCACCGTGCTACAATGGAAGGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGGCAA
AGG
TAAGCGAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAAT
TC
CCCTGCTTGAAACCGGAATCGCTAGTAATCCGGGAATAACATGCCCCG
GG
GGATAACTTTCTCGGGCCTTGGTACCACCGCCGCGTTCACCCCCAAGA
AT
TTTGTAAACCCCCAAAGTTCGGGAAGGAACTTTCTTTGAACCCGCCCC
CA
CGGGGACAAATGAAAGGTTGGGTGGCCCCCCC

CGAGAAGGGCAGTTGTGCAAGAAATGGCTAGCCGTACGAGAGCTTCG
GTATCTAGTGGCGCACGGGTGCGTAGCGCGTGGGAATCTGCCCTCTG
GGTCGGAACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATAATGACTTC
GGTCCAAAGATTTATCGCCTGAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTTG
TTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAG
AGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTA
CCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCCCCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTATAGGTGAA
AGCCCAGGGCTCAACCCCGGAATTGCCTTTAAGACTGCATCGCTTGAA
TTGTGGAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGA
TATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTACTGGACACATATTG
ACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTATATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGATGACTAGCTGTCGGGGCGCTTGGC
GTTTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAGTCATCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCTGCACAAGC
GGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAACTTACCAGC
GTTTGATATGGTAGGACGGTTTCTGGAGACAGATTCCTTCCCTTACGG
GACCTACACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGAGTCGTGAG
ATGTTGGGTTTAGTCCTGCCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGG
CTACCATTTTAGCTAGGGCACCTCTAAGGAAACTGGCCGGGTGATTAG
CCCGGAAGGAACGGTAGGGATGATGTTCAAAGTCCCTCCATGGACCG
TTAGCCCGCCTGGGACTTACCATACTTGTACTACATGTACGGGGACAG
GGGCCAGATCTCCGCGAAAGTGAGCAATTCCTAAAAATGCCGGTCCCT
ACACATTCTCGGAACATTGTGACT

AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTG
TCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGT
CAAGA
CCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCG
GAAAC
CCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAG
ACCA
GAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTT
CACC
GCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCA
GTTT
CCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTT
AAGGA
ACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CCACC
TACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTA
GGTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCT
AACA
ACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGGCGTTG
CTCCG
TCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAAGATTCCCTACTGGCTGCCTTCC
CGTA
GGAAGTCTGGGGCCGTGGTCTCAGTCCCAGTGTGGGCCGATCAC
CCTCTC
AAGGTCGGCTACGCATCGTTCGCCTTGGGTGAGCCATTACCTTCA
CCAAC
TAAGCTAATGGGCCCGCGGGGCCCATCTATAAGTTGAAACCGTAA
AACCG
TCCTTTCCACTCTTCTCCCTGGCGAAAAAAAGAACGTTTCCCGGGT
ATAA
ACTCCCGGGTTTCCCGAAGATTTTCCCAAGTCTTTTAAGGAAGGGT
GTGC
CCACAGGGTTTATCACCCCGGTCCGCGGCGTAATTTCCAGGAGAG
AAAAG
TTCCCCCCCAATTCCCCCCCACTTGTGTGTATTAAGGAACCGCCCA
CGGT
TTTTTTTTTTTGGGAACAGGAAAAGAAAGAA

CACCCCGTCCGGAAATCAGAGCCGAGATCCATGCTACCCTTGCGG
GTTAGCAGTAGCGCCTTCGGGTGAAACCAACTCCCATGGTGTGAC
GGGAGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCGTGGCATGCT
GATCCACGATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCTCTCGAGTTGCAG
AGAACAATCCGAACTGAGACGGCTTTTGGGGATTTGCTCACTCTC
GCGAGTTTGCTGCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGCGCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGCTTATCACCGGCAGTTTCTTTAGAGTGCCCAACTAAATGG
TAGCAACTAAAGACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTG
TAGGTCCCGTAAGGGAAGGAATCTGTCTCCAGAAACCGTCCTACC
ATGTCAAACGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCAGGCCCCCGTCAATTTCTTTGAGTTTT
AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGATGACTTAACGCGTTAGC
TGCGCCACCGAAACGCCAAGCGCCCCGACAGCTAGTCATCATCGT
TTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCAC
GCTTTCGCACCTCAGCGTCAATATGTGTCCAGTAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGG
AATTCCACTTACCTCTCCACAATTCAAGCGATGCAGTCTTAAAGGC
AATTCCGGGGTTGAGCCCTGGGCTTTCACCTCTAACTTACAAAGCC
GCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC
CCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGGGCTTA
TTCTCCCGGTACTGTCATTATCATCCCGGGTAAAAGAGCTTTACAA
CCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTT
CGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGGGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAAACAG
CTAAGGATCGTCCCCTTGGTGAGCTTTACCTCACCACAAGCTAATC
CTACCCGGGCTCATCCTCAGGCGAAAAATCTTTGGACCGAAGTCC
TTATCCGGGATTAACAGTCGTTTCCACTGTTGTCCCAAACCGAAGG
CAAATTCCACGGGTTACCCCCCTGGCCCCCTAAACCCAAGGTCCC
TTCCATTCCATGGTTAGGCTGGCCCCCGGCTTTGTCGGAGCTGGA
ACAACCTACAAGGGGCCGCGGCGCGTGTCGAAGATTTCTGGTGTT
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GCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAA
TGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTC
TAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTT
CGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCA
CCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACT
CAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGA
GCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCT
GCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGC
TTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGT
ACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCTAACAA
CAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGC-
GGAAGATTCCCTACTG-CTGCCT-CCCGTAGGA-
GTCTGGG-CCGT-GTCTCAGTCCCAGTGTGG-
CCGATCACCCTCTC-AGGTCGGCTACGCATCGT-
CGCCTT-GGTGAGCCATTACCT-CACCAACTA-
GCTAATGCGCC-
GCGGGCCCATCTATAAGTGACAGCGTAAACCGTCTT
TCCATCTTCTCTCATGCGAGAAAAGAACGTATCCGG
TATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTAT
AGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCC
GCTAATCTCAGGGAGCAAGCTCCCATCGATTCGCTC
GACTTGCATGTATAG

CGAGAGCTTCGGTATCTAGTGGCGCACGGGTGCGT
AGCGCGTGGGAATCTGCCCTCTGGGTCGGAACAAC
AGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATAATGACTTC
GGTCCAAAGATTTATCGCCTGAGGATGAGCCCGCG
TAGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAA
GGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCA
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGC
GAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATG
ATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCCCCGGCTAA

CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGG

CTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GTAGGCGGCTTTGTAAGTTAKAGGTGAAAGCCCAG

GGCTCAACCCCGGAATTGCCTTTAAGACTGCATCGC
TTGAATTGTGGAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTA
GAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTACTGGACACATATTGACGCTG

AGGTGCGAAAGCGT
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TTGGCATGGCGGCAGCTATACATGCAGTCGAGCGAGCTGATTAGTAG
CTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCG
GATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCT
ATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGCTTTCGGGT
CGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCG
TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAA
GAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCT
GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAG
ATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACGTGCTACAATGGATGGTACAAA
GGGCTGCAAAACCGCCAGGTCAACCAATCCCTAAAACCTTTTCAGTTC
GGATGTAGGCTGCACTCCCCTACTGAAACTGGAATCCCTAAAATCCCG
GATAACATGCCCCGTGGAAAACTTTCCCGGGCTTGGTACACCCCCCG
CGCACCCCCAAAATTTGTTACCCCGAAACCCGGGGGAAAACCTAAGGA
TCACCCTCAGGGAGCGATTGGAATGTATTTGTGGGATATATTATCCCC
CTATAGTACGGGGTTTTTTATAGAATATGAAAAAGGGCTAAAAAAAAAA
AAAAAGGATTTATACCTTTTACGGTATGTTTTGGCGGTGGGGTTTTGGC
CTTAATTGGGGGACGGGGAAGGAATTGGGTTGGCAAGGGGGTTGGG
GGTGGGGAGAGGGGGGGCCCCCGA

GGGATTACGGTGATGACTATACATGCAAGTCGAGCGAATCGACGGGA
GCT
TGCTCCCTGAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACC
TGC
CTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACG
T
CTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTAT
A
GATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCA
AGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCG
GGT
CGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGG
TA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GC
GCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGT

A TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA AGTG
GAA
TTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTG
GC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GC
TAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACG

GCGCGTGGCCTGCGAGTGGAGTCCGTTGGCTGTTGTTATTCGTAT
ATTG

GCGGAATCTGATCAGCTGAGGTTGATCTATGCAGCTTACATGCATA
CTCTACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC
GCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTA
CAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCG
GTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGG
CAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACA
TCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCT
GTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAG
TCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTG
CAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
TTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCA
TTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAG
TTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTC
ACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
GTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGG
TTAGGTACCGTCAAGGTACAAGCAGTTACTCTCGTACTTGTTCTTC
CCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCG
GCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGC
CGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCC
GTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCACCGCGGGCCCATCTGTAATTGAAAGCCAAAACATCTTTCATTC
TTCTCCATGAAGGGAAGAATCCTATCGGGGATTAACTTCGGTTTCC
CAAATTTATCCAGCTTTAAGGGAGGTTGGCCACGGTTTATCACCCG
TCCGCGCCTAAGCTAATAAAAAGATTCTAACAATGCCTCCACTTGA
GATTAAGACCCCTCCGTTCTTGCGCCCCCAGAAAAAAACAAACAAA
TCACATTAAAAAAATTTTCCTTTCCGTCCCTAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAACTTCTTTTTTTTTCTTTTTTCTTGGCTTTCCCCCCTTTTTT
TTGGGGTGGGGTTGGGTTTTAATTTTATTTTTTTAATTAAAATTAAAT
TGAAAAAATAAAA

CGAGGTATCATGTAACATTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACC
TCACC
GACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTC
CGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAAT
GGCTT
TATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTTTGCAGCCCTTTGTACCATC
CATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCC
CAACT
GAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CTCTG
TCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGT
CAAGA
CCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCG
GAAAC
CCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAG
ACCA
GAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTT
CACC
GCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCA
GTTT
CCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTT
AAGGA
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GCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAA
CTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTT
CTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGC
TATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCA
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGT
CGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAG
AGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCA AAAGCGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCC
CCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC-
CACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAR
ACCGCGAGGTCAA-CCAATCCC-
TAAAACCaTTCTCAGTTCGGATtGTAGGCTGCAACTC
GCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACA
TTAGGCGGCTGGCTCCATGAAGGTTACCTCACCGA
CTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGG
CATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCA
TGCA-GGCGAGTTGCAGCCTGCAAT-CCGAACTG-
AGAATGGCTTTATGGGATTCGCTTACCTTCGC-
AGGTTTGCAGCCC-TTTGTACCAT-
CCATTGTAGCACGGTG-TAG-
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTT
AGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC
ACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAG
GGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCC
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGC
GTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAA
CACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGC
CTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAA
GTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCC
GTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCTGCG
CGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCA
GCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGG
CGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGAT
TCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGT
GTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGG
TCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGARCCATTACCT
CACCAACTAGCTAATG-
CGCCGCGGGCCCATCTATAAGTGACAGCGTAAACC
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GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCT
T
CCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCT
TA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GGC
TACCACCGGGCTACAATGGAAGGGTACAAAGGGGTTGCAAACCTGGC
APA
GGTAACCGAATCCCATTAAGCCCTTTTCCAGTTCGGAATTGCAGGCTG
CA
ACTTCCCTTGCTTGAAACCGGAATTCCTAATAAATCCGGGATACAACTG
G
CCGCGGGGGAATAAGTTTCCCGGGGCTTTGTAACACCGGCCCGGTCA
CCA
CAGGAAATTTGTTAACCCCCCCAATCGCGGGGGAAAACTCTCTTGAAA
AC
CCCCCCCTAGGGGGGCAATAGGGTTGGGGTGGGT
GGTCCTATTAACGTCGGGACTGTACAAGCAAGTCGAGCGAACTGATTA
GA
AGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAA
CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGG
AT
AGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCA
c
TTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CAC
CAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGC
T
CGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACT
GC
TCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGC
TCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAA
AAG
CGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACA
CCA
GTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAA
GCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATG
AGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGC
AT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATA
GA
GCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TG
ATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCCGGT
GA
CAAACCGGAAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCCT
TAT
GACCTGGGGCTACCCACCTGGCTACAATGGGATGGTACAAAGGGGCT
GCA
AGAACCGCGAAGGTCAAGCCCATTCCCATAAAAACCATTTCTCAGTTC
CG
GATTGTAAGGCTGGCAATCCGCCTAACTGAAAGCTGGGAATCGCTTAG
TA
ATCCGCGGATACCACTTGCCCGCGGGGAAATTCTTTTCCCGGGGCCTT
GG

ACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CCACC
TACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT
GGTTA
GGTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTCCCT
AACA
ACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCGGCGTTG
CTCCG
TCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAAAATCCCTACTGCTGCCTCCCGT
AGGA
GTCTGGGCCGGGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGG
CTACGCATCGTCGCCTTGGTGAACCATTACCTCACCAACTAGCTAA
TGGC
CCCGCGGGCCCATCTATAAATGACAGCGTAAACCGTCTTTCCATCT
TCTT
CCTGGCAAGAAAAGAACGTATCCGGGATTAACTCCCGGTTTCCCG
GAAAT
TACCAAGCTTTTAAGGCCGGTTGCCCCCGGGTTTTCCCCCCGGGC
CCGGC
TTAAATCAAGGGGAAGAACTCTCCGTTATATCTCCCACTTTTAGTTA
TTA
GGACGCCCCGCCTG
GTCAGGCATCCGTTGGTGCGCATTATCGAACTCTAGCTCCTTACG
GTTAC
TCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGG
TGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATT
ACTAG
CGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACT
GAGAA
TGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGT
ACCA
TCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA
TTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGA
GTGC
CCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTC
ACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGA
GGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTG
CGAC
CGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAA
AGGGC
GGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGG
GTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAG
TTAC
AGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTAC
GCAT
TTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGT
TCccC
CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATC
AGACT
TAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAA
CGCTT
GCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGG
CTTTC
TGGTTAGGTACCGTCAAGGTACAAGCAGTTACTCTCGTACTTGTTC
TTCC
CTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGG
CGTT
GCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAAATTCCCTACTGCTGCC
TccC
GTAGGAATCTGGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACC
CTCTC
AGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGGGGGCCGTTACCTCACCAA
CTAGC
TAATGCCCCCCGGGGCCCATCTGTAAAGGAATACCCAAAACCATC
TTTCA
ATCCATTCCCATGAAAGGAAAAAAACCTATCCGGGTATTAACTTTC
GGTT
TCCCCAAATTTACCCAGCCTA

142

GTCTTTCCATCTTCTCTCATGCGAGAAAAGAACGTAT
CCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGT
CTTATAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTC
CGCCGCTAATCTCAGGGAGCAAGCTCCCGTCGATT
CGCTCGACTTGCATGTATAGTCAT

CTAGCTCCTTACGGTTACTCCACCGACTTCGGGTGT
TACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATC
CGCG-ATTACTA-GCGATTCC-AGCTT-
CATGTAGGCGAGTTGC-AGCCT-ACAATCCG-
AACTGAGAA-TGGTTTT-ATGGGA-TTGGCTTGACCT-
CGCGGT-CTTGCAG-CCCTTTGTACCATCC-
ATTGTAGC-ACGTGTGTAG-CCCAGGTCATAA-
GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCC-ACCTTCC-
TCCGGTTTGTCACC-
GGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCA
ACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACG
CTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTT
TGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGG
AGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCG
GAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC
ACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAA
AGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTA
CGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCT
CTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCT
CCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAA
GAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCC
GGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTA
CCGTCAAGGTACRAGCAGTTACTCTCGTACTTGTTC
TTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTT
CATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGT
CCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAG
GAGTCT-
GGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCC
TCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCC
GTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGC-
GGGCCCATCTGTAA-
GTGATAGCCGAAACCATCTTTCAATC-
ATCTCCCATGAA-GGAGAAGATCCTATCCGG-
TATTAGCTT-
CGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGICTTACAGGCAGGT
TGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGT
CATAGAAGCAAGCTTCTAATCAGTTCGCTCGAC
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TAACCAACCGCCCCGGTTCCCCCCCCAGAGAATTTTGTAACCCCCCGA
AA
TTGGTGG

CCCGGAGGGGGGTATGCATGTACATATGGGGTTAATCCACATCGATGT
TGCTGACCTTCGGAATCGCACCGGCAGTGGCCTCTGCATCCGTTCATC
TATCAGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAAACCGGAGCTAATACCG
GATACGTTCTTTTCTCGCATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCT

GTCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAT

GGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG

ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGA
AGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAG
AGTAACTGCTGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT

TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG

AATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT

AATTCGAAGCAACGCG

AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGG
CTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC

CTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACCCCCGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCT
GCAAACCTGCCAAGGTAAGCGAATCCCATAAAGCCATTTTCAGTTCGG
ATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAACCGGAATCCCTAATAATCC

CGGATAACCATGGCCCCGG

GAATAACTTTCCCGGGCCTTGTAACACCCGCCGGTGAACCCAAGAAGT
TTGTAACCCCCGAATCGGGGAAGGAACCTTATGGGACCACCCCCTCAT
GGGGGACATATTGGGGTTGAGTCATCATCAATCAATGAAGGCTTCTAT
AAACTTCGGCCGCTAACCGAGCCGACTAAATTAAAGAAACCGCCCCTT
TTTTTTCCCCCCCCGGCTACCCGGAATTTGAAAGGTTTATAAACCCTTT

GTGCAGTGCGGGTGCTATACATGCAGTCGAGCGAACGTGATCTAGTA
GCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACC
GGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGC
TATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAG
GCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTT
GTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGA
AGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGA
GATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACGTGCTACAATGGATGGTACAAA
GGGCTGCAAAACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCTTAAAACCTTTTCCAT
TTCGGATTGGAGGCTGCACCTCCCCCACTGAAACTGGAATCCCTAGAA
TCCCGGATAACATGCCCCGGGGAAAAATTTCCCGGGCTCTGTAAACCC
GCCGTTCCAACCCCGAAGTTTTGTACCCCCCACTCGTGTGGAAACCGA
AGGGATGCCCCCAGTGGCCAATGGTTTTGGCTTTGTATAGCAAGCCCG
GCCCAAGAAGAGTAGCCTAAAGGGCCCGACCCTTTTTTAAAATAAAAA
AAAAACAAAAAAGGCGGCCCGCCCCGGACCGCCGCTTCGTTGGGTTA
GGGTCGTTAAGGTTAACCAACCGGGCGGGCCCCCGGATGGGACTTGG
CTTTGGAAGCCGGAA

CCCGATAAAGGAGCAGAGGCCACTGCCGGTGCGATTCCGAATGTC
ACAACATCGATGTGGATGTAACCCCATATGCCATGCCTAATGAACC
ATCGATCAGCTGAGCCAGGATCAAACTCTCGCATGCTGATCCGCG
ATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAA
TCCGAACTGAGAATGGCTATATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTT
TGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGT
CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTT
TGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAAC
TAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCC
CCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTT
GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAG
CACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACG
GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC
GCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTC
CACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTC
CACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCT
GCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGG
TTAGGTACCGTCAAGGTACCAGCAGTTACTCTGGTACTTGTTCTTC
CCTAACAACAGAACTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGTTCACGCG
GCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGC
CGATCACCCTCTCAGGTCGG
CTACGCATCGTCCCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAA
TGGCCCCGCGGGCCCTTCTTTAATTGACAGCGTAAACCGTCTTTC
CATCTTCCTCATGGCAGAAAAAGACCGTATCCGGGTTTAACTCCCG
GTTTCCCAAAATTATCCCCCCTCTTAAGGCGGGTTGCCCACTGGTT
TATCAACCGTGCGGGCGCTAATTTCAGGGAGGACAGCTCCCTCGA
TTTCTCGCCATTTCTTGTTATAGGACGCCCGCATGTTCTCTTTTTGG
GTTGAGTGGACGAATTATATCTAAAAAAAACCCCCCCCGAACAAAA
CCAAAAAAAAAAAAAATAAAATTC

CGGGAATTCTGAGCCAGCTGACGGTCGATCTAGCAGCTTACATGC
ATACTCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGAGTGTGACG
GGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCT
GATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCA
GCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTTGACCT
CGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTA
GCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAAT
GCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC
ACTCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGA
GGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAG
TCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTG
CAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGC
TTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTAC
AGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTAC
GCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTC
AAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCT
TTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGATAACGCTT
GCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGG
CTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACAAGCAGTTACTCTTGTACT
TGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGAT
TCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCC
CAGTGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAACCGTTACCTCCCCAAC
TAGCTAATGGCCCCCGGGGCCCATCTGTAATTGGTAAGCCAAAAC
CATCTTTCAACCATCTCCCATGAAGGGAAAAAATCCTTTCCGGGTT
TAGCTTCGGTTTCCCAAAAATCCCCAGTTTAAAGGGGGGGTTGCC
CCCGTGTTTTTCACCCGTCTCCCCCTAAAGTCTTATAAAAAGACTCT
TAAAAATGTCGCCGATGGTGTG
TTTAAGACTGCCCTCCTTTTTTGCCCGACCAGCGAAACATCATATT
ATGCATAAAATTCAAAAAAAACCCCCCGGATTCAATAAAACCAATAA
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GAAACCGGAGCTAATACCGGATACGTTCTTTTCTCG
CATGAGAGAAGATGGAAAGACGGTTTACGCTGTCAC
TTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAACGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAA
AGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAA
CTGCTGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGGAACTTGAGTGCAGA AAAGTGGAATT
CCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTA
ACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTT
CGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACMCMCGTGCTACAATGG
ATGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGCSAAGGTAAGC
GAATCCCATAWAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGC

GTGCAGCCTCCAATCCGAAATGGAAAAGGTTTTAAG
GGATTGGCTTGACCTCGCGGTTTTGCAGCCCTTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGGTAGCCCAGGTCATAA
GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAA
CTTAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCC
GAAGGGGAACGCTCTATCTCTAGAGTTGTCAGAGG
ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCC
CGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGC
ACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTT
ACAGACCAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAT
TCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTC
CAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCAC
ATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGC
CCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTT
CTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACAAGCAGTTACTCT
TGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACC
CGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGT
CAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCT
GCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCC
AGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCA
TCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGC
TAATGCACCGCGGGCCCATCTGTAAGTGATAGCCG
AAACCATCTTTCAATCATCTCCCATGAAGGAGAAGA
TCCTATCCGGTATTAGCTTCGGTTTCCCGAAGTTAT
CCCAGTCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCGCTAACGTCATAGAAGCAAGCTACTA
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GGGAATGTGCCGGGGTTGCTTAACAGTGCAGTCGAGCGGAGTAGCCG
TAGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAATCTG
CCCCTGGCTTTGGGATAGCCACCGGAAACGGTGATTAATACCGGATAC
GACCACTTCTCGCATGGGATGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCAGGGAT
GTGCTCGCGGCCTATCAGCTATGATGGTGAGGTAATGGCTCACCATG
GCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGTCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTG
ACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
GGCTCGTAGGCGGTCTGTCGCGTCGGGAGTGAAAACCAGGTGCTTAA
CACCTGGCTTGCTTTCATACGGGCAGACTAGAGGTATTCAGGGGAGAA
CGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGAATATCCTGACGCTGAGGAGCG
AAAGTGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCG
TAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGCC
GCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCCCTGGGGAGTACGGCCGCAGGCTA
AACTCAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAGCGGCGGAGCTGCGGAT
TATTCGATGCACGCGAAGAACTTACCTGGGTTGACTACCCCTGCCGCT
CAGAGATGGGCTTCTTTGGGGTGTACGGTGGTGCTGGCTGTCGCCAC
TCGTGTCTGAGATGTGGGTAAGTCCCGCACGAGCGCAACCTCGTTCAT
GTTGCCACACGTATGGGGGGATCATAGGAAATGCCGGGTCACTCGAA
GAAGGGGGGATGACTCCAGTCTTCTGCCCCTATGTCAGGGCTTCCGC
TGCTACATGGCCGGACAATGGCTGCGATCCGTAGGGGGAACAATCCA
AAAGCCGTCTCATTCGAATGGGGCTGCAATCGACCCATGAATCGGATC
CTTAAATCCCAAACCCACCCTGGGGGAAACCTCCCGGGCTTTAAACCC
GCCTTACATCAAAATCGGAAACCCTAACCGGGGCCAACCTTGGAAGGA
CCCCAAGGGGCGGAATGGACAATACTAAAAGGCTCGATTCGTGCTTTT
TTATATTCTTTTATTTTTTCCTTCTTTCGTGTTTTCTC

CGAAAGGGGGAAGCGTGTATTACATGCAAGTCGAACGATGATGCCCG
TATGCTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATC
TGCCCCAAACTTTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGAT
AGTACCTGCTCCTGCATGGGGGTGGGTGGAAAGCTCCGGCGGTTTGG
GATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA
AGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATG
ACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCAGGGACGAAGCGTGAGT
GACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAA
GAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTTCGTGAAAACTTGGGGCTTAA
CTCTAAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTACAGGGGAG
ACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGTAGTAACTGACGCT
GAGGAACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCTGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTCCTTTTCACGGGAT
CCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTT
GACATACACCAGAAAGCGGCAGAGATGTCGCCCCCCTTGTGGTTGGT
GTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGT
TATGGTGGGGACTCGCAGGAAACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCCCA
CTTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATCCCGTGAGGTGGAG
CGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACCCG
ACCCCGGGAAATCCGAATCCCTAATAATCCCAAATCAACAACCCTGCG
GGGAATACTTTCCCGGGCCTTGTAACCACCGCCTGTCCCCCTAAGAAT
TTGGGAAAACCCTAAACCCGGGGTCCAACCCCCTGGGGGAAGGACCC
CCCAGGGGGGATTGGGCATTGGGACAAAATTCCCAAGGGTTAGCTTA
ATTATTTAGAATAGATGATATTGACTTAATTATACTTAAGCTA
TATTATCTACAGTATTCACTCGATTATATACATTTATCCTGTC

TGCATAACGCTGCGTATAGTGCAGTCGTACAGGTAGCCGTTCGAGCGT

ACATCTGGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGGAATGCGTCGGAATCT

GCCTTTTTGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATA
CGACCTAC

ATAAAAAAAAACCCGCCCCCCCTTTTTTTTTTTTTCCTTTTCCAATTT
CCCCCCAAAGGGGC

GGGGATTTTACGGACCGACCTACTTGAGGTCCGTCCGAAGGTGAT
AGGGTCCCGGCTTCGGGTGTTGCCGACTTTCGTGACGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGA
TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGA
CCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCCCCTT
ACGGGATCGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAG
CCCTGGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCACCATTACG
TGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGT
ACACCCCCAAAAGAAGCCCCATCTCTGGAGCGGCAGGGTGTATGT
CAAACCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATG
CTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTG
CGGCACGGAATCCGTGGAATG
GACCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTACGGTGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACACTTTCGCTCCTCAGCGTCAGG
ATATTCCCAGAGAACCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATC
TGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGTTCTCCCTGAATACC
TCTAGTCTGCCCGTATCGAAGCAGCCAGGTGTTAGCACCTGGTTT
CACTCCGACGCGACAGACCGCC
TACGACCCTTTACGCCCATAATTCGGACAAGCTCGCACCTACGTAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTATTGGCCGGTGCTTCTTCGGCGGTA
CGTCACTGCGCTCGTCCTGCTGAAGAGGTTACACCCGAAGCCGTC
ATCCTCACCGGGGTGCTGATCAGCTTCGCCATTGTCCATATTCCCA
CTGCTGCCCCGTAGAATCTGGGCCTGTCTCAGTCCAGGTGACGGG
CACCTCTCAGGCGGGTACCGTCAAACCTGGTGAGCATTACTCCCA
TCAGCTGAAGGCCCGAGCAATCCTGGCGAAAACTTCCCCCCTCCC
TGCGAAAGGCGTACCGGATTATCACGTTCCGGGGCTTCCAAGCCG
GGGAATTTTCCCGGTTTTCCCCGTTCCCCTCGGAACCCCAAGGCC
TTCCTCCACTGAATGTTAAACCCCCCCGTTCCCCGGGCCGGGAAA
TTTAAAGTGTGGCTGTTTGCTGCGCGCTTAGACTCTCGTCGTGTTT
CGTGGTGTGCTTTTGGTCTTTGTGTTTTTTCTTTIGTCG

GGCACTAACCCCATTACAACGGCCTCCCAACCACAAGAGGGATTC
TACCCCGGCCTCCGGGGGTTCCCACCTTTCATCACTTGACGGGGG
GGGTGAACAAGGCCCGGAAACGTATCCCCGGCACCGTTGCTAATC
TGCAATTACTACCGACTCCAACTTCACGGGGTCAAGTTGCAAACCC
CGATCCAAACTAAAACCGGTTTTAAGGAATTCCCTCCCCCTCACGG
TATCCCAGCCCTCTGTACCGGCC
ATTGAACCATGTGTGAAGCCCTGAACATAAGGGGATGGATAACTTG
ACGTCTTCCCCACCTTCCTCCAAGTTAACCCCGGCAGTCTCCTGCA
AGTCCCCACCTTAACGTGCTGGCAACACAGGACAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGAACTTAACCCAACATCTCACAACACAAGCTAACAACAG
CCATGCACAACCGGTACACCAACCACAAGGGGGGCAACTTCTCTG
CCGCTTTCTGGGGAATGTCAAA
CCCAGGTAAGGTTCTTCCCGTTGCATCAAATTATTCCACATGCTCC
GCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTAAGCCTTG
CGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTATTGCGTTACCTACGGAA
CGGATCCCGTGAAAAGGAACCCACACCTAGAACCCACCGTTTACA
CCGGGAACTACCAGGGAATCTAATCCGGTTCGCTACCCACGCTTT
CTTTCCTCACCGTCAGTTACTACCCAAAAACCCGCCTTCGCCCCGG
TGTTCCTCCTAAATCTGCGCATTTACCGCTACACCAGGAATTCAGT
CTCCCTGAAGACTCAGTCTGCCCGTATCGCCGAACGCTTAAGTAA
CCCCAAGTTTCACAACAACCGACAACCGCCTACAACTCTTACCCCA
GAATTCGGACACGCTCGCACCTACTATTACGGCGCTGCTGCACGA
ATTGGCCGGGCTTCTCTCAGGTACGTCCTCAGCTTCGTCCTGGGA
AAAAGTTTACACCCGAAGGCGTCATCCTCAGCGGGGTCCTGCATC
AGGTTGCCCCATGGGCATATTCCAATGCTGCTCCGTAGGATCTGG
CCGGTCCAATCCAGGGGGCGGTCCCCTTCAGCCGCTACCGTCTC
CCTTGTAGGCATACCCACAACAGCTGATGGCCGGGGCCTTCCAAC
CGCGGATTTTCACACCCCTGCAGAACGGTCTTCCGTATAAACCAGT
TCCAGGTTATCCAAGTTGGGGCAATC
CCCCGGTTATCCCCGTTGCCCAAATCCAGGAATTGGAATCTTTCAT
TGAGGTTAAACCCCCCGTTCCCTCAAACAGAAACCTAAAAGGGGT
GGTGTGTGTGTTGGTCTTGTTTAATGGTTGTGTTGTTTGTGGTGTG
GTGTGTTCGGGGGTCCTGTTTTTGTTT

TGAGTACGCGACGACTATGAGTATCCTGTACCAGGATCAAACTCTA
CAGTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGATG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAA
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ACGTGAGTAATCTGCCCCTGGCTTTGGGATAGCCAC
CGGAAACGGTGATTAATACCGGATACGACCACTTCT
CGCATGGGATGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCAGG
GATGTGCTCGCGGCCTATCAGCTATGATGGTGAGG
TAATGGCTCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGTGACCGGTCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGGACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCAACGC
CGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTCTGTCG
CGTCGGGAGTGAAAACCAGGTGCTTAACACCTGGC
TTGCTTTCATACGGGCAGACTAGAGGTATTCAGGGG
AGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTC
TCTGGGAATATCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGTGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CACCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTCCAT
TCCACGGATTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGC
GCCCCCCTGGGGAGTACGGCCGCAGGCTAAACTCA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAGCGGCGGAGCT
GCGGATTATTCGATGCACGCGAAGAACTTACCTGG
GTTGACTACCCCTGCCGCTCAGAGATGGGCTTCTTT
GGGGTGTACGGTGGTGCTGGCTGTCGCCACTCGTG
TCTGAGATGTGGGTAAGTCCCGCACGAGCGCAACC
TCGTTCATGTTGCCACACGTATGGGGGGATCATAGG
AAATGCCGGGTCACTCGAAGAAGGGGGGATGACTC
CAGTCTTCTGCCCCTATGTCAGGGCTTCCGCTGCTA
CATGGCCGGACAATGGCTGCGATCCGTAGGGGGAA
CAATCCAAAAGCCGTCTCATTCGAATGGGGCTGCAA
TCGACCCATGAATCGGATCCTTAAATCCCAAACCCA
CCCTGGGGGAAACCTCCCGGGCTTTA

TTCTGGGATTGGTTCCCCCTCGCGGGATTGCAGCC
CTCTGTCCTTCCCCATTGTAGTACGTGGGTAGCCCT
GGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGA
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GGGTGAAAGTGGGGGATCGCAAGACCTCACGCAGAAAGATGAGCCGA
CGCCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGAT
CCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCC
TGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CACTTTTGTCCGGAAAGAAATCGTGTCGGTTAATACCCGGCGCGGATG
ACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAG
CGTGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAAC
CTGGGAATGGCATTGGATACTGGCGACCTAGAGTGCGGTAGAGGGGT
GTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAAC
ATCTGTGGCGAAGGCGACACCC
TGGACCAGCACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGAAGTT
GGGGGCAACTTGGCCCTCAGTTTCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCC
GCCTGGGA
AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTT
CGGGAACC
AGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCAC
GTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACC
CACGTACTACAATGGGGAAGGACAGAGGGCTGCAATCCCGCGAGGG
GGAACCAATCCCAGAAACCTTCCTTCAGTCCGGATTGGAATCTGCAAC
TCGACTCCCTGAAGTCGGAATCCCTAGGAATCCCAAATCACCATTGCT
GGCGGGAATACTTTCCCGGGCCTTGTACCACCGCCCGCTCACCACAT
GGGAAGTTTGTGCCCCAAAAA
GAGGAGCTATACCTTTGGAGAGGGCTTTCCCGGGTGGGCCAGAATGG
GGATAAACCACAACAAAGGAGTCAACTATAACACGGAAAACAAAAAAA
CACCTAAGAAAAAGAGAGCGGGGTTTGTTGCCCCCCCCCTTAACCCCC
TACACCCGCGTTTTTTAGTTTTGTTTTTTCCCGTA

TTGGATGAAAGGGTATAATATGCAGTCGATACAAAGTTAGCCGTAACTT
TGGTCTTTTTTGTCGTCTCGATGTTTTATTTTCACTTATTTTTCCCTCAT
GTGCGGATTACTATCCGCCACAGGTGGCCAAAACCCTTCTCCGTTTTG
TTTCCACAGTGAAATGGTGTCCACAGTCCAACCGAAGGATTATGTCCT
CTCAGCATATCACCCTGTTGATGTTCAAATAGTTCAACCATTCGCTTTT
CCGCTATCCTGACTGAAATTATCACCTTCCACACTGCTACTGATACACT
TTCCATACTCCCACCCAATGCAAAATTGAGTAATATCTGCTACAAAGAC
CGAACCCTGATCCACCACTCCGCGTGAAGGACGACGGCCTTCTTGTT
GTCAAACCTCTTTCACCGATGACGAAGCTTAAGAGACGGTAGTCAGAG
AAGAAGCACCGGACAACTACGTGCCAACAGCCGCGGTAATACCTACG
GTGCGAGAGTTGACCGTAATTATTGTGCGACAGGGCTCGTATGTGGTT
TGTCTCGTCAGGAGTGAAATTCGGGGCATAACTCCGTGCTAGCTTTCT
ATACGGGCATACTAGAGGTA
TGCAAGGGAGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGATATGCGCAGATA
TCAGGAGGAACACCGGTGGCGAATGCGGTTCTCTGGGCATGACCTGA
CACTGAGGAGCGAAAGTGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACACCGTATACGTTGGGCGCTAGTGTGGGGCCTATTCCTGG
GTTCTTGCCGCAACTAACGCTTTAGCGCCCGTTTGGCGAGTATGCCGC
AAGGCTAAACTCAAGGAATGACAGGGGCCGCACAGCGGCGGATCAGC
GGATTATTCGATGCACGCCAAGAACTTACCTGGTTTGACATTGCCGGA
AGCCCAAAGAGGGGCCCCTCTTGTCGTATACAGAGGTGCAGGCTGTC
ATCACTCGTGTCGGAAATGTGG
GCTTAGTCCGCAACGAGCGTACCCTCGTTCATGTGCCAGCAGCTCTTC
GAGGGGGGGGACCCCAAGAAAATGCCGGGCCAATCCCAGTAAGT

TCCGGACTGAGAGAAGGTTTCTGGGATTGGCTCCCCCTCGCGGGA
TTGCAGCCCTCTGTCCTTCCCAT
TGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAG
AGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
GCCATGCAGCACCTGTGTTCTGGTTCCCGAAGGCACTCCCGCATC
TCTGCAGGATTCCAGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCC
GTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTTCCCAGGCGG
CGAACTTAACGCGTTAGCTTCGAAACTGAGGGCCAAGTTGCCCCC
AACTTCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGCTGGT
cC
AGGGTGTCGCCTTCGCCACAGATGTTCCTCCCGATATCTACGCATT
TCACTGCTACACCGGGAATTCCACACCCCTCTACCGCACTCTAGGT
CGCCAGTATCCAATGCCATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCAC
ATCAGACTTAACG
AACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTG
CACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTTCCGGTACCGTCATCCGCGCCGGGTATTAACCGACACG
ATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCA
CACACGCGGCATGGCTGG
ATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCG
TAGGAATCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGGGGCTGATCATCCT
CTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGGCCTTTACCCCG
CCAACTAGCTAATCCGGGGTCGGGTCATCTTTCTGCGGGAGGTCT
TGGGATCCCCCACTTTTCACCCGAAGGGCCGAAGGCGGGATTAGC
GGAAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCCCAAAAAGGGCAAATTCGAAC
CATTTCCTCCCCCGGTGGGCTTTTCCCCCCAAAATATTTGTCAATC
CGGCCTGCCCCCCACTATTTAGGGTTAGAGCCCGCCCAGGTACTT
TTTTATTAGGACGAGGAGAAACAACAAATAAAAGACAAAAAAAAAC
CGCACACCCCCACCGAAAAAAAAAGGTTTCCTTTTTTTTCC
TCCGTT

GCGGAGATAAGCACCAAAAAGCCGTCTGGAGCCAAGAATCAACTC
TACCCCCGCTATTCTCGCCGCCCCAACGTGTCTTATTCACTTGTGT
TTTTCCTAAAGACTAGTATGTTTTCCCCCAAGCAGTTCCTTACTGTC
TCCTTTTTCCTATCCCGTGATACTGGATCTCCTTCGTTCACAAGCC
CAAAATATTCTCCAAAAAGGACATAACGCCTTCTCACCTCTTTACTT
TATATCAACCCTTTTCCCCCTCTCTTTTAAGTTCCTATGACCCATTA
AAATTTCGGGATTAAACGATTTGGCCTCGGCCCCACCTTCCAAAAA
ATTAATCCCCCCTGTTTACTACCAATCCCCACAACCCCGATATCAT
GATTAAAACTCTTAACTACGGTTGACCTCGTTTATGGACAAATCAC
CATATCTCCCTAAGGAAAATGACGACATCCATTTCCAGATTTCCCC
AGTACAAAAGGGCTCAATACCTCAATCTTTCATGTTTACGTCCAACT
CAGGTAAGGCTCATCACAAGCACCTATGTACTCCGCTTGCAACCC
CGCATGAGTAGGCCCACGACAATTCGTATGAGTTTTACCATTGCG
GCTGTACTCACCAAGCCGGGAGCTTAAAGCATTAGCAGCGGCCGG
AACCCACGGAATAAGCCCGCACCCAGCGCCAATGTATAGTAGTGA
ACCCTTAGACATCTAAAACTGTTCACTCCTATACTTTTTCTCCTCAT
CTTTAGTCAGCCTATACAATTTTCTTATCACCCTAGTTACTCCTGAC
ATCTCACATCTCACGCTACAGCAGAATTCATTCTCCATGACTAACT
CACCGTGACAAATCAGCAAAAAATGGATTTATTCCCTTGTTTAAATC
ACATAAACAATTCTTCTGGACACTTTCCTCTCTTTGTGCCGGATAAA
CTCTACCCTTGATTGC

oxido-reduccion de arsénico de los diferentes aislados.

Aislado/

Gen

Secuencia directa

Secuencia reversa

145

GTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGT
TCTGGTTCCCGAAGGCACTCCCGCATCTCTGCAGG
ATTCCAGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGT
GCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTG
CGACCGTACTTCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTT
AGCTTCGAAACTGAGGGCCAAGTTGCCCCCAACTTC
CAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTC
AGTGTCAGTGCTGGTCCAGGGTGTCGCCTTCGCCA
CAGATGTTCCTCCCGATATCTACGCATTTCACTGCT
ACACCGGGAATTCCACACCCCTCTACCGCACTCTAG
GTCGCCAGTATCCAATGCCATTCCCAGGTTGAGCCC
AGGGCTTTCACATCAGACTTAACGAACCACCTACGC
ACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCA
CCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTA
GCCGGTGCTTATTCTTCCGGTACCGTCATCCGCGC
CGGGTATTAACCGACACGATTTCTTTCCGGACAAAA
GTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCG
GCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATA
TTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG
TGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGA
CCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACC
CCGCCAACTAGCTAATCCGGCGTCGGCTCATCTTTC
TGCGTGAGGTCTTGCGATCCCCCACTTTCACCCGTA
GGTCGTATGCGGTAT

Tabla A.53. Secuencias obtenidas de la amplificacion de los genes implicados en la

Ensamble
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2
Bacteria/
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51
Bacteria/
Gen ACR3 (1)

1
Bacteria/Gen arsB

2

Bacteria/ Gen arsB

ACGGACTGCCCATCCATCACGTTTTCTGAAGCTTTGACCAAAAGCCGA
ATCGTGCCAATGGACTTGTTTAGTTTAAAAAACTGCAGGCAAACTCCCT
TTCTTTCAAGCTTGTCGGCAGTCTGAAGGCCTGGCTAATACCACGCCC
TTTTTCATTTTTTTTTTATCATAATGGAGATCCTCCCGAAATCATGTTTA
GTCCCTTCAGCTGCCATGGTATGAACCATTTTATCCTTCCCTACCTTAG
TGACAGGCCTATCCCCTGAGTCTCAAGCACGGCTAATGGCGTTCCCCC
CCCGTCTGTCCCTTGTTTCAACATGGC

TCGTAAAACCGCAGTGGGATATGCTTCAATCTTAGCCATAATATCCGCT
TGGGACGAATCAGCTGGAGCTTTCTGCATATAATCTTGAAAACTTCCAA
GACGGAACCATGAACTTATGTCAGGAAATGGGCGTGGCGCCGATGGC
ATGGTCACCGCTTGCAGGAGGCAGCATCTTTGAGGAATCGAACGAAAA
GGCTGTCCGCTTAAGAAAAACGTTAGAAATCATAAAAGAAGAAATCGG
GGCCAATGGAATAAATGAAGTGATGTATGCATGGCTGTTGAGACATCC
TGCAAAAATCATCCCGATCGTTGGATCAGGTAAAAAAATTGAGCTTGCC
ATCGCCGG

TTTCTTTGAATGGGCAACTTTCCATATGGCAAGAGCGGCCAAGGGAAA
TGGAGTAAGGATGGTTGTGAATGTGAGCATTCCCGGAACCCTAGTTTC
GGTTTTCTTCCCAAATGACCGAACCCCTCCCATCTTAACTCCTATTGTA
TTGGCCATGGTTCGAAACTTGAAGGTGGAAGAAAGAATGATCTTCCCA
TTTATTATCGCAAGTGGGTTTATTGCCGACACTACTTTCCTCCGCTTGT
GGTAAATAAACTGGTCAACATTGTTACTGGTGACTTTTTTGAAATCGGG
TTTATTGAATTTGTCTCTAGAATGATCATCCCAACCTGCTTTCATTATTA
TCAAACATCCTGATATTATATTTGTACTTTTTACATATCATTCCAAAAAAT
ATGATATGGTTCAACGAAGAAACCCTTCCATGCCATCCTGATGAAAATG
TTTCGCCTTTTGGGGACTGTTTAGGTGTTCTGCTGGATGGCTATTTTTA
TCAGTGAAATTTTTCACCTTTCCCGGAACCCCTCCTTTGCCCCCCTTTG
TCCCCGATCTTCCTTCCCCCTTGATGGGGGAGGAGAAATCCCCGCGG
GTCAAACCAAAACCTGATATTAAAAAGGCCACCCTGGGGTCATCGTCT
TTTTCTCCATTGGGTATGGAACCAGGGGGGGCCCCC

TGCATGGGGATCTTGCTTTATCATTATTTCTTTGATTTTAGATGAAATTG
GTTTCTTTGAATGGGCAGCCCTGCATATGGCTAGAGCCGCTAAGGGAA
AT
GGAGTAAGGATGTTTGTGTATGTGAGCATTCTCGGTGCCCTAGTCGCT
GC
GTTCTTTGCAAATGACGGAGCCGCTCTCATTTTAACTCCGATTGTTTTG
G
CGATGGTTCGAAACTTGAAGTTAGAAGAAAAAATGATCTTTCCATTTAT
C
ATCGCGAGTGGGTTTATTGCAGACACTACATCCTTACCGCTTGTGGTA
AG
TAATCTGGTCAACATTGTTTCTGCTGACTTTTTTGATATCGGGTTTATTG
AGTTCGCATCTAGAATGATCGTTCCCAACCTGTTTTCATTAGCAGCAAG
C
ATCCTGGTATTATATTTGTACTTCAGAAAGAGCATTCCGAAGAATTATG
A
TATGGCCCAATTGAAGAAGCCAGTCGATGCCATTCGGGATGTGAAAAT
GT
TTCGCCTGTCTGGGATTGTTTTAGGCGTTCTGTTGGTAGGCTACTTTAT
C
AGTGAATTTTTGAACATTCCTGTATCCATCATTGCAGGTGTTATCGCCA
T
ATTCTTCTTGTTTATGGCAAGACGAAGTCCAGCTGTTAATACCAAGACC
G
TTGTAAAGGGCGCACCATGGGCGATTGTGTTTTTCTCCATTGGGATGT
AC
CTGGGGGGTAACAAGGCCCGGGAAATTAAAAAAATTAGATTATGTGAA

CCGTTTTTTCCTCTTCCATCATTTCATCCTCTTGTGCAAGCCGGACA
GACTTTTCGTTCGATGCCTCAAAGATGCTGCCTCCCGGAAGCGGG
GACGGTGGGATCAGCCCCCTTCCATTTACCGACGTGGGTTTTGGG
GCCAGGCCCTAATTTTTTTTGACCAAAGGCAGAATGTTGCCGGAG
GATCGTCACAAGGGGAGCGGCTTTCTGGATTGAAAAATATCCCAAT
GAGGGTTTTTTAAAATCCGAACGCCAAAGTTCATTGACTTTTGTGA
CCCCTTTCCATGATTAAACGCCTCACCCCTTTCCCCACGGGACGC
CGCTATCAACAAGCGGATGGCAAATTGGCCCTCTATCCGAAGAGG
TGGGCATTCTCCATTTTATCCACGGTAGGGGGGGTTGACCTCCCG
GAAAATCCGCTTATGATCTGTTCTTTTAGCGGTTCAAGGCGATTCT
TGATCAAATCCTGGAGATTGATGCTATATACTTTTCCCCAGGGATG
TGTCAGAGGTGGCAATCATCCTAACGACTTTCATCTCCCAAACCTT
ATCGATTGCTCATGACGTCTCAATGATATCCCTTGGGAACACACCC
CAGAAAATGACCATCCTCATATTTTCCCTGAATTCCAGTGAGCGCT
CAAATGCATG
CTGGACTTCTTCTAGCCATCAAGAGGAAAAAAATCCGACCTGACTG
GATGATGGATACCGGAATGTTGAAAAATTTTTTGTTAAAATAACCCA
CCCCCACAACACCCTAAAAAATCCCCGACGGGCGAAACATTTTCC
CATTTCGAATGGGATCGACTGGCTTCTTCCATTGAGCCCTATCATA
ATTCTTCCGAATGCTCTTTCTGAAGTACAAATATAATACCAGGATGC
TTGCTGCTAATGAAAACAGGTTGGGAACGATCATTCTAGAGGCAAA
CTCAATAAACCCGATATCAAAAAGTCAGCAGAAACAATGTTGACCA
GATTACTTACCACAAGCGGTAAGGATGTAGTGGCCGCCATAAACC
CCCTCGCGATGATAAATGGGAAGATCATTCTCTCTTCCACTTCCAG
TTTCGAACCATCCCCCATACAATCGGAGTTAAGATGAGAGCTGCTC
CGTCCTTTGCGAAGAAAGCCGCGACTATGGCTCCGAGAATGGTCA
CATACACAAACATTCCTTACTCCATTTCCTTTGGCCGCTCTTGCCAT
ATGTAAAAGCTGCCCATTCAAAGAAACCAATTTTCATCTTAAATCAA
AGAAATAATGATAATAGCAATGAACGCCCACCTTTGCGTTCCCAGA
CGATGTTTCCCACCAA
AAGGTAGGGGGAAGCAAATACGATCATGCCTGCGCCTTTACAACG
GTCTT
GGTATTTACAGCTGGACTTCGTCTTGCCATAAACAAGAAGAATATG
GCGA
TAACACCTGCAATGATGGATACAGGAATGTTCAAAAATTCACTGAT
AAAA
TAGCCTACCAACAGAATGCCTAAAACAATCCCAGACAGGCGAAAC
ATTTT
CACATCCCGAATGGCATCGACTGGCTTCTTCAATTGGGCCATATCA
TAAT
TCTTCGGAATGCTCTTTCTGAAGTACAAATATAATACCAGGATGCTT
GCT
GCTAATGAAAACAGGTTGGGAACGATCATTCTAGATGCGAACTCAA
TAAA
CCCGATATCAAAAAAGTCAGCAGAAACAATGTTGACCAGATTACTT
ACCA
CAAGCGGTAAGGATGTAGTGTCTGCAATAAACCCACTCGCGATGA
TAAAT
GGAAAGATCATTCTCTCTTCTAACTTCAAGTTTCGAACCATCGCCA
ATAC
AATCGGAGTTAAAATGAGAGCGGCTCCGTCATTTGCAAAGAACGC
AGCGA
CTAGAGCACCGAGAATGCTCACATACACAAACATCCTTACTCCATT
TCCC
TTAGCCGCTCTAGCCATATGCAAGGCTGCCCATTCAAAGAAACCAA
TTTC
ATCTAAAATCAAAGAAATAATGATAATAGCAATGAACGCCAACGTC
GCGT
TCCAGACGTGTTTCCCCCACACAAAAAAGGGGCTGAAACTGACCC
TGAGG
CTCTTAAGCATGGTGCAGCAAACAAGATTAGGACCCGCTCGGAGA
CTACG
CCTATATACATAGTTTGCTATGTGTACAGAAGGTCCCACCCCTTGT
GCTT
GCCTCTACCGCGATTAATCCACTCCACCTTGACGAGACTAAC

146

CGGGCCTTGTTACCCCCCAGGTACATCCCAATGGA
GAAAAACACAATCGCCCATGGTGCGCCCTTTACAAC
GGTCTTGGTATTWACAGCTGGACTTCGTCTTGCCAT
AAACAAGAAGAATATGGCGATAACACCTGCAATGAT
GGATACAGGAATGTTCAAAAATTCACTGATAAARTA

GCCTACCAACAGAAYGCCTAAAACAATCCCAGACAG
GCGAAACATTTTCACATCCCGAATGGCATCGACTGG
CTTCTTCAATTGGGCCATATCATAATTCTTCGGAATG
CTCTTTCTGAAGTACAAATATAATACCAGGATGCTTG
CTGCTAATGAAAACAGGTTGGGAACGATCATTCTAG
AKGCGAACTCAATAAACCCGATATCAAAAAAGTCAG
CAGAAACAATGTTGACCAGATTACTTACCACAAGCG

GTAAGGATGTAGTGTCYGCAATAAACCCACTCGCGA
TGATAAATGGAAAGATCATTYTCTCTTCTAACTTCAA
GTTTCGAACCATCGCCAAWACAATCGGAGTTAAAAT
GAGAGCGGCTCCGTCATTTGCAAAGAACGCAGCGA
CTAGRGCACCGAGAATGCTCACATACACAAACATCC
TTACTCCATTTCCCTTRGCSGCTCTAGCCATATGCA

GGGCTGCCCATTCAAAGAAACCAATTTCATCTAAAA

TCAAAGAAATAATGATAAIAGCAATGAACGCCAACGT

CGCGTTCCAGACGTGT
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3
Bacteria/ Gen arsB

6
Bacteria/ Gen arsB

9
Bacteria/ Gen arsB

TCGGGGCCCGTTCTGGTGAATATCATGTATCGGCAGCTATATATTAGA
TG
AGATTGGATTTTTTGAATGGGCAGCACTGCATATGGCTAGGGCGGCTA
AA
GGAAATGGAGTAAGGATGTTTGTCTATGTAAGTATTCTTGGTGCTCTTG
T
GGCTGCCTTTTTTGCAAACGATGGAGCAGCCCTTATCCTTACACCGAT
e
TATTAGCAATGGTTCGTGCCTTAAAGTTTAGTGATAAAATGATTTTTCCA
TTTATCATAGCTAGTGGTTTTATTGCCGATACAACCTCTTTACCTTTAGT
GGTAAGTAATCTTGTAAACATTGTGTCCGCAGACTTTTTCAATATCAGT
T
TTATCGAGTTTGCATCAAGAATGATCGTACCAGACCTCTTTGCACTGGT
T
GCAAGTATCTTGGTTTTATATCTGTTTTTCCGTAAGAGCATTCCGAAAA
A
TTATGATGTATCACAAATTAAAAAACCATTAGAAGCCATTAAAGACCAAA
AGATGTTTCGGTTATCTTGGATTGTACTAGGAATTTTACTTATTGGTTAT
TTTGCAAGTGAATTTATTAGAGTACCCGTTTCCATTATTGCAGGCATTG
T
CGCTATTTTCTTCCTCATGATGGCAAGAAAAAGTTCAGCAATTAACACC
A
AAACAGTTATCAAAGGTGCACCATGGGCAATCGTGTTCTTCTCAATTGG
C

ATGTACCTGGTGTGTACCCGGCCGGA

CCTCTTTAATGGGCACCCCTGCATATGGCAAGACCGGCCAAGGGAAAT
GGAGTGGGATGTTTGGGTATGTGAGCATTCTCGGAACCTTAGTCGCTT
CGTTCCTCCCAACAACGGAGCCCCCCTCATCTTAACTCCCATTGGATT
GGCCATGGTTCGAAACTTGAAGTTAGAAAAGAGAATGATCTTCCCATTT
ATCATCCCGAGTGGGTTTATTGCCCAAACTACAACCTTACCGCTTGGG
GTAAGAAATCTGGTCAACATTGGTTCTGCTGACTTTTTTGATATCGGGG
TTATTGAGTTCCATCTAGAATGAACGATCCCAACCTGTTTTCATTAATAA
CCAGCCGCCTGGGATTATATTTGTACTTCAAAAGAGCATTCCGAAAAAT
TATGACATGTCTCTCTTGGGGGGAGGGGAGCGATGCCATTCTTGATGT
GAAAATGTTTCGCCTGACTGGGATTGTTTTCACGCATTCTGCTGGTAG
GCTACTTTATCAGTGCACTTATGAACCTTCCTGTATCCATCATTGCACG
TGTTATCGCCATACTCTTCTTGCTTATGGGGAGGTCGAAGTCTACTATA
AAATACCAAGACCGTAGTAAAAAGCACACCATGCGCGATTGTGTGCTT
CTCCATTGGGATGTAACTAAGTGGTG

TCGGGTGAGATTCCTCGCCATTATCTGTACTGGCTGATATATTTAGATG
A
GATTGGATTTTTTGAATGGGCAGCTCTACATATGGCTAGGGCAGCTAA
AG
GAAATGGAGTAAGGATGTTTGTCTATGTAAGTATTCTTGGTGCTCTTGT
G
GCTGCTTTTTTTGCAAACGACGGAGCAGCTCTTATCCTTACACCGATAG
T
ATTAGCAATGGTTCGCGCCTTAAAGTTTAGTGATAAAATGATTTTCCCA
T
TTATCATAGCTAGTGGTTTTATTGCCGATACCACTTCTCTACCTTTAGTG
GTAAGTAATCTAGTAAACATCGTGTCCGCAGACTTCTTCAATATCAGTT
T
TGCCGAGTTTGCATCAAGAATGATCGTACCAGACCTTTTTGCACTGGTT
G
CAAGTATCTTGGTTTTATATCTATTTTTTCGTAAAAGCATTCCGAAAAAT
TATGATGTATCACAACTTAAAAAACCAGTGGAAGCCATTCAAGACCCTA
A
GATGTTTCGGTTGTCTTGGATTGTTCTAGGAATTTTACTTATAGGTTATT
TTTCAAGTGAATTTATTGGAGTACCTGTATCCATTATTGCAGGCATTGT
c
GCTATTTTCTTCCTCATGATGGCTAGAAGGAGTCCAGCAGTCAACACC
AA
AACAGTTATTAAAGGCGCACCATGGGCAATCGTGTTCTTCTCAATTGG
CA
TGTATCTGTGTGTAACGGGCCGGGACTGCACGTTGCCGACGGGAAAA
ACC
GTGTTCTATACCTGGATACTCACACCCTAGTCTATCAGTCCTATCGTAG
A

GC

AAGGATGGAGGATACAAAAAAAGGATCATGCAAGCCACTATATGAT
AACT
GTTTTGGTGTTAACTGCTGAACTCTTTCTTGCCATCATGAGGAAGA
AAAT
AGCGACAATGCCTGCAATAATGGAAACGGGTACTCTAATAAATTCA
CTTG
CAAAATAACCAATAAGTAAAATTCCTAGTACAATCCAAGATAACCGA
AAC
ATCTTTTGGTCTTTAATGGCTTCTAATGGTTTTTTAATTTGTGATACA
TC
ATAATTTTTCGGAATGCTCTTACGGAAAAACAGATATAAAACCAAGA
TAC
TTGCAACCAGTGCAAAGAGGTCTGGTACGATCATTCTTGATGCAAA
CTCG
ATAAAACTGATATTGAAAAAGTCTGCGGACACAATGTTTACAAGATT
ACT
TACCACTAAAGGTAAAGAGGTTGTATCGGCAATAAAACCACTAGCT
ATGA
TAAATGGAAAAATCATTTTATCACTAAACTTTAAGGCACGAACCATT
GCT
AATACTATCGGTGTAAGGATAAGGGCTGCTCCATCGTTTGCAAAAA
AGGC
AGCCACAAGAGCACCAAGAATACTTACATAGACAAACATCCTTACT
CCAT
TTCCTTTAGCCGCCCTAGCCATATGCAGTGCTGCCCATTCAAAAAA
TCCA
ATCTCATCTAATATAAGAGAAATAATGATAATGGCTATGAATGCTAA
TGT

TGCATTCCAGACGATGTTTCCACAACCCGGGAC
CGCCACAGATGGGGTTCTTCTTCCCTTAAAAAAGAATAATATGGCG
ATTAACCTGCAATGATGGATCCAGGAATGTTCAAAAATTCACTGAC
AAAGTAGCCTACCTACAAAATGGCTAAAACAATCCCTGACAGGCGA
AACATTTTCACATCCCCAAGGGCATCCACTGGCTTCTTCAATTGAG
ACCTATCATAATTCTTCGGAATGCTCTTTCTGAAATACAAATATAAT
ACCAGGATGCTTGCTACTAATGAAAACAGGTTGGGAACGATCCTTC
TCGATGCGAACTCAATAAACCCGATATCAAAAAAGTCAGCAGAAAC
AATGTCGACCAGATTACTTACCACAAGCGGTAAGGGTGTAGTGTCT
GGCATAAACCCACTCGCGATGATAAATGGGAAGATCATTCTCTCTT
CTAACTTCTAGTTACCAACCCCCGCCCATACCATCGGAGTTAAAAT
GAGCGCGGCTCCGTCGTTTGCGAAAAACGCCGCGACTAAGGTCC
GAGAATGCTCCCATACACCAACCTCCTTTCTCCCTTTTCCTTGGCC
CGCTTCTTGGCCTATGCAAGGGTGCCCATTCAAGAAACTAATTTTC
ATCCCAAATCAAAGAAAAAATGGTAATAGCAATGAACGCCCACTTT
GCCTTCCAGAAAATAGTTCCCCCCCAAA

AAAAGTTGAGGTTAAAAAAAAAGATCATGCAAGCCACCATTATAAC
TGTT
TTGGTGTTGACTGCTGGACTCCTTCTAGCCATCATGAGGAAGAAAA
TAGC
GACAATGCCTGCAATAATGGATACAGGTACTCCAATAAATTCACTT
GAAA
AATAACCTATAAGTAAAATTCCTAGAACAATCCAAGACAACCGAAA
CATC
TTAGGGTCTTGAATGGCTTCCACTGGTTTTTTAAGTTGTGATACATC
ATA
ATTTTTCGGAATGCTTTTACGAAAAAATAGATATAAAACCAAGATAC
16
CAACCAGTGCAAAAAGGTCTGGTACGATCATTCTTGATGCAAACTC
GGCA
AAACTGATATTGAAGAAGTCTGCGGACACGATGTTTACTAGATTAC
TTAC
CACTAAAGGTAGAGAAGTGGTATCGGCAATAAAACCACTAGCTATG
ATAA
ATGGGAAAATCATTTTATCACTAAACTTTAAGGCGCGAACCATTGC
TAAT
ACTATCGGTGTAAGGATAAGAGCTGCTCCGTCGTTTGCAAAAAAAG
CAGC
CACAAGAGCACCAAGAATACTTACATAGACAAACATCCTTACTCCA
TTI7C
CTTTAGCTGCCCTAGCCATATGTAGAGCTGCCCATTCAAAAAATCC
AATC
TCATCTAAAATAAGAGAAATAATGATAATGGCTATGAATGCTAATGT
TGC
ATTCCAGACGATGTTTCCCAACACCAAAAGAAGGGGGAACCCCTA
ACCGT
GGGGAAATAACGCATTAAGCACCCTGTATGATCATCGCCGTATAC
GACGA
GCGCTCAACGTATGAGTGTTCACTCCTTTAGTGGCGTCACCACACT
CCAT

147

TTTTGGTGTTAACTGCTGAACTCTTTCTTGCCATCAT
GAGGAAGAAAATAGCGACAATGCCTGCAATAATGGA
AACGGGTACTCTAATAAATTCACTTGCAAAATAACCA
ATAAGTAAAATTCCTAGTACAATCCAAGATAACCGAA
ACATCTTTTGGTCTTTAATGGCTTCTAATGGTTTTTTA
ATTTGTGATACATCATAATTTTTCGGAATGCTCTTAC
GGAAAAACAGATATAAAACCAAGATACTTGCAACCA
GTGCAAAGAGGTCTGGTACGATCATTCTTGATGCAA
ACTCGATAAAACTGATATTGAAAAAGTCTGCGGACA
CAATGTTTACAAGATTACTTACCACTAAAGGTAAAGA
GGTTGTATCGGCAATAAAACCACTAGCTATGATAAA
TGGAAAAATCATTTTATCACTAAACTTTAAGGCACGA
ACCATTGCTAATACWATCGGTGTAAGGATAAGGGCT
GCTCCATCGTTTGCAAAAAAGGCAGCCACAAGAGCA
CCAAGAATACTTACATAGACAAACATCCTTACTCCAT
TTCCTTTAGCCGCCCTAGCCATATGCAGTGCTGCCC
ATTCAAAAAATCCAATCTCATCTAATATA

AGATGAGATTGGATTTTTTGAATGGGCAGCTCTACA
TATGGCTAGGGCAGCTAAAGGAAATGGAGTAAGGA

TGTTTGTCTATGTAAGTATTCTTGGTGCTCTTGTGGC
TGCTTTTTTTGCAAACGACGGAGCAGCTCTTATCCTT
ACACCGATAGTATTAGCAATGGTTCGCGCCTTAAAG
TTTAGTGATAAAATGATTTTCCCATTTATCATAGCTA

GTGGTTTTATTGCCGATACCACTTCTCTACCTTTAGT
GGTAAGTAATCTAGTAAACATCGTGTCCGCAGACTT
CTTCAATATCAGTTTTGCCGAGTTTGCATCAAGAATG
ATCGTACCAGACCTTTTTGCACTGGTTGCAAGTATC

TTGGTTTTATATCTATTTTTTCGTAAAAGCATTCCGAA
AAATTATGATGTATCACAACTTAAAAAACCAGTGGAA
GCCATTCAAGACCCTAAGATGTTTCGGTTGTCTTGG
ATTGTTCTAGGAATTTTACTTATAGGTTATTTTTCAAG
TGAATTTATTGGAGTACCTGTATCCATTATTGCAGGC
ATTGTCGCTATTTTCTTCCTCATGATGGCTAGAAGGA

GTCCAGCAGTCAACACCAAAACAGTTATAA
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49
Bacteria/ Gen arsB

51
Bacteria/ Gen arsB

1

Bacteria/ Gen arrA

GAGTTTGGCTTCTATTTATTTTTCATTATTGACTCTTATTTTAGATGAGA
TTGGATTTTTTGAATGGGCAGCTCTACATATGGCTAGGGCGGCTAAAG
GA
AATGGAGTAAGGATGTTTGTCTATGTAAATATTCTTGGTGCTCTTGTGG
C
TGCTTTTTTTGCAAACGACGGAGCAGCTCTTATCCTTACACCGATTGTA
T
TAGCAATGGTTCGCGCCTTACAGTTTAGTGATAAAATGATTTTCCCATT
T
ATCATTGCTAGTGGTTTTATTGCCGATACCACTTCTCTACCTTTAGTGG
T
AAGTAATCTTGTAAACATAGTGTCCGCAGACTTCTTCAATATCAGTTTT
G
CCGAGTTTGCATCAAGAATGATCGTACCAGACCTTTTTGCACTGGTTG
CA
AGTATCTTGGTTTTATATCTATTTTTCCGTAAAAGCATTCCGAAAAATTA
TGATGTATCACAACTTAAAAAACCAGTGGAAGCCATTCAAGACCTTAAG
A
TGTTTCGGTTGTCTTGGATTGTACTAGGAATTTTACTTATAGGTTATTTT
TCAAGTGAATTTATTGGAGTACCTGTATCCATTATTGCAGGCATTGTCT
C
TATTTTCTTCCTCATAATGGCTAGAAGGAGTCCAGCAGTCAACACCAAA
A
CAGTTATTAAAGGCGCACCATGGGCAATCGTGTTCTTCTCAATTGGCAT
G

TACCTGGTGGTGTACGGCCTGGAAGGACCAAACACCCAA

TCGGGTGGCTGTAGAAGTGGTGGGGATGGCCTGAGGGAAATAGCGCA
TGG
AACGCTTAAAGACCTTCAAGAAGAATTTCACATGCGCAATGCTACTCTT
G
ATGAAATTTATATTGAATTAACAAAGGAAGAAGGCTATGAGTAAGATTG
A
TGCATTATGGAAGCAACGGTTTCAGCAGTATTTAGTGGATGTAAGAAG
AT
ATACAAAATATATCTTAAATGACCACATTAAATTAGTGTTAATTTTTGCG
ATTGGCGGTTTGGCCTACTATTATCAACAGTGGTTGAGTACATTAACAC
c
TGCGTTTCCTTCGGCTGTAGTGATTGCGATACTTATGGGATTGATTTTA
A
CCATGGGTCAAATTCAAACGTTTTTAAAACGACCTGATTTAGTCTTTTTA
CTTCCTTTGGAGACGAAGCTGCAGCCTTATTTTAAAAAATCTTTTTGGT
T
TACCTTTACGATTCAGCTTTATATTTTATTATTTGCAACTGGTGCAGCAG
CACCTCTTCACGTAAAGGTAATGCATGATTCTTACTCAAACGTTTTTTTG
TTTTTTCTGCTATTACTCATCTTGAAAGTTGTAAACTTAGGGATGTACCT
GGTGGTGTACCGGCCTGATGGCCAAAAAAAGCCAACGGTTCATACAAA
AA

AGGATTCATTTTTTGAATGGGCACACTCCCGTATGAGGGAGAGCCGCC
CAGGGAAAAGGAGTAAGGATGTTTGTCTATGAAAATATCCTGGGTGCT
CTTGTGGCTGCTTTTTTTGCGAATGACGGGGCCGCCCTTATCCTTACA
CCGATCTTATTAACAATGGTTCGGGCCTTGAAATTTATTGATAAAATGA
TTTTCCCTTTTTTCATCGCCAGTGGGTTCATTGCCGATACAACCTCACT
TCCTTTTGTGGTGAGTAACCTTGTAAATATTGTATCCGCCCACTTTTTCA
ATATCAGTTTTGCGGAGTTTGCCTCAAGAATGATCGTACCGGACATCTT
TGGTCTTATAGCAAGCATTTTGGTTTTATATCTATTTTTCCGGAAAAGCA
TACCGAAAAATTACGATGTATTACAGCTTAAAAAACCAGCGGAAGCCAT
TCAAGACCACAGGATGTTTAGGCTGTCCTGGATCGTATTAGGAATATT
GCTGGTTGGTTATTTTGCCAGTGAATTCATTGGGGTTCCTGTATCCAAT
CATTGCACGCATTGTCGCCACCTTCCTTCCTCATGATGGGTAGAAAAG
AATCCAGCGAGTCAACACCAAAACCGTTTTTCAAAAGCGCACC

TTGGGGGGGGCTCGCGTACGCCCTGCGAGGGCAGAGAGATTGTCGC
CAGTCGTGACGATGAAGCATGAATTCATTACCGACTCTGCCGGACCGG
GTAAAAATTGCGCCTGATGGAGTGTTCAATAGCATTTGGGGGCCTTTG
GACCTTCACTGACTTTCTGTTACTGTTATTTGCCAGAAATATCTTCGTGT
CCTCCGCAGAATGGGGCTCATTGTGCCTCTTTCTTTCATTTTCTTGGTC
CTTCTTATACTTTACTTGCCTTGGGGAGCTTCGGAGGGATTTTTTAGCT
A

AAAGTTGGGGGAAAACTAGTAAATGATCATGCATGACACCTTTATA
ACTG
TTTTGGTGTTGACTGCTGGACTCCTTCTAGCCATTATGAGGAAGAA
AATA
GAGACAATGCCTGCAATAATGGATACAGGTACTCCAATAAATTCAC
TTGA
AAAATAACCTATAAGTAAAATTCCTAGTACAATCCAAGACAACCGAA
ACA
TCTTAAGGTCTTGAATGGCTTCCACTGGTTTTTTAAGTTGTGATACA
TCA
TAATTTTTCGGAATGCTTTTACGGAAAAATAGATATAAAACCAAGAT
ACT
TGCAACCAGTGCAAAAAGGTCTGGTACGATCATTCTTGATGCAAAC
TCGG
CAAAACTGATATTGAAGAAGTCTGCGGACACTATGTTTACAAGATT
ACTT
ACCACTAAAGGTAGAGAAGTGGTATCGGCAATAAAACCACTAGCAA
TGAT
AAATGGGAAAATCATTTTATCACTAAACTGTAAGGCGCGAACCATT
GCTA
ATACTATCGGTGTAAGGATAAGAGCTGCTCCGTCGTTTGCAAAAAA
AGCA
GCCACAAGAGCACCAAGAATACTTACATAGACAAACATCCTTACTC
CATT
TCCTTTAGCCGCCCTAGCCATATGTAGAGCTGCCCATTCAAAAAAT
CCAA
TCTCATCTAAAATAAGAGAAATAATGATAATGGCTATGAATGCTAAT
GTT
GCATTCCAGACGAGTTTCCCACACAAAACGGAAAGAGGAATTTGTT
TTGG
TAAAAAAATTTTTCTTCCTCGGTTGCGTACAAACAAAAAATCCACCA
CAT
AGTTTGAGTAAGAATCATGCATTACCTTTACGTGAAGAAGTGCTGC
TGCA
CCAGTTGCCAATAATAAAATATAAAGCTGAATCGTAAAGGTAAACC
AAAA
AGATTTTTTAAAATAAGGCTGCAGCTTCGTCTCCAAAGGAAGTAAA
AAGA
CTAAATCAGGTCGTTTTAAAAACGTTTGAATTTGACCCATGGTTAAA
ATC
AATCCCATAAGTATCGCAATCACTACAGCCGAAGGAAACGCAAGT
GTTAA
TGTACTCAACCACTGTTGATAATAGTAGGCCAAACCGCCAATCGCA
AAAA
TTAACACTAATTTAATGTGGTCATTTAAGATATATTTTGTATATCTTC
T
ACATCCACTAAATACTGCTGAAACCGTTGCTTCCATAATGCATCAAT
CTT
ACTCATAGCCTTCTTCCTTTGTTAATTCAATATAAATTTCATCAAGA
GTA
GCATTGCGCATCTGAAATTCTTCTTGAAGGTCTTTAAGCGTTCCTT
GCGC
TCTTACTTCTCCGTTATGTAAAATAACAAATTTATCGCAGTCGCGTT
CCA
GACGATGTTCCACACCAATGTGAAGAGCTGCCCATTCAAAGAAAC
CAATT
TCGTGTTGACCGCTGGACTCCTTCTCCCCCATCATGAGGAAGAAA
ATGGGCACAATGCCTGCAATGATGGATACCGGAACCCCCCTGAAT
TCACTGGGAAAATAACCCACCAGCCATATTCCTAATACCATCCAGG
GCAGCCTAAACATCCTGTGGTCTTGAATGGCTTCCGCTGGTTTTTT
AAGCTGTAATACATCGTAATTTTTCGGTATGCTTTTCCCGAAAAAAA
AATATAAAACCAAAATGCTTGCTATAAGTGCAAAGATGTCCGGTAC
CATCATTCTTGAGGCAAACTCCGCAAAACTGAAATTGAAAAAATCT
GCCGATACAATATTTACAAGGTTACTCCCCCCTCAAGGAAGTGAGG
TTGTAACCGCAATGAACCCACTGGCGATGATAAAAGGGAAAATCAT
TTTATCACTAAATTTCAAGGCCCGAACCATTGCTAATACGATCGGT
GTAAGGATAAGGGCGGCCCTGTCATTCTCCAAAAAAACAGCTTAAA
AACCCCCCGGATACTTTCATAACAAACATCCTTTTCTTCCCTTTTCC
CTTGGGGGGTCTTCGCCCTATGGAGGGGCTGCCCATTCCAAAAAT
CCCTATCTCCGCCCCAATAAACCAGATGATTGATGATCGCCATGAA
AGGCAATTGTTGCGTTCCAACCATGGTCCCCCACCAAA

GTTGGGGGGGGCTCGCGTACGCCCTGCGAGGGCAGAGAGATTGT
CGCCAGTCGTGACGATGAAGCATGAATTCATTACCGACTCTGCCG
GACCGGGTAAAAATTGCGCCTGATGGAGTGTTCAATAGCATTTGG
GGGCCTTTGGACCTTCACTGACTTTCTGTTACTGTTATTTGCCAGA
AATATCTTCGTGTCCTCCGCAGAATGGGGCTCATTGTGCCTCTTTC
TTTCATTTTCTTGGTCCTTCTTATACTTTACTTGCCTTGGGGAGCTT
CGGAGGGATTTTTTAGCTAA
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GTGTGGGAAACTCGTCTGGAATGCAACATTAGCATT
CATAGCCATTATCATTATTTCTCTTATTTTAGATGAGA
TTGGATTTTTTGAATGGGCAGCTCTACATATGGCTA
GGGCGGCTAAAGGAAATGGAGTAAGGATGTTTGTC
TATGTAAGTATTCTTGGTGCTCTTGTGGCTGCTTTTT
TTGCAAACGACGGAGCAGCTCTTATCCTTACACCGA
TAGTATTAGCAATGGTTCGCGCCTTACAGTTTAGTG
ATAAAATGATTTTCCCATTTATCATTGCTAGTGGTTTT
ATTGCCGATACCACTTCTCTACCTTTAGTGGTAAGTA
ATCTTGTAAACATAGTGTCCGCAGACTTCTTCAATAT
CAGTTTTGCCGAGTTTGCATCAAGAATGATCGTACC
AGACCTTTTTGCACTGGTTGCAAGTATCTTGGTTTTA
TATCTATTTTTCCGTAAAAGCATTCCGAAAAATTATG
ATGTATCACAACTTAAAAAACCAGTGGAAGCCATTC
AAGACCTTAAGATGTTTCGGTTGTCTTGGATTGTACT
AGGAATTTTACTTATAGGTTATTTTTCAAGTGAATTTA
TTGGAGTACCTGTATCCATTATTGCAGGCATTGTCT
CTATTTTCTTCCTCATAATGGCTAGAAGGAGTCCAG
CAGTCAACACCAAAACAGTTATIAAAGGCGCACCAT
GGGCAATCGTGTTCTTCTCAATTGGCATGTACCTGG
TGGTGTACGGCCTGGAAGGAC

TTTTGGCCATCAGGCCGGTACACCACCAGGTACATC
CCTAAGTTTACAACTTTCAAGATGAGTAATAGCAGAA
AAAACAAAAAAACGTTTGAGTAAGAATCATGCATTAC
CTTTACGTGAAGAGGTGCTGCTGCACCAGTTGCMA
ATAATAAAATATAAAGCTGAATCGTAAAGGTAAACCA
AAAAGATTTTTTAAAATAAGGCTGCAGCTTCGTCTCC
AAAGGAAGTAAAAAGACTAAATCAGGTCGTTTTAAAA
ACGTTTGAATTTGACCCATGGTTAAAATCAATCCCAT
AAGTATCGCAATCACTACAGCCGAAGGAAACGCAR
GTGTTAATGTACTCAACCACTGTTGATAATAGTAGG
CCAAACCGCCAATCGCAAAAATTAACACTAATTTAAT
GTGGTCATTTAAGATATATTTTGTATAWCTTCTTACA
TCCACTAAATACTGCTGAAACCGTTGCTTCCATAATG
CATCAATCTTACTCATAGCCTTCTTCCTTTGTTAATT
CAATATAAATTTCATCAAGAGTAGCATTGCGCATSTG
AAATTCTTCTTGAAGGTCTTTAAGCGTTCCTTGCGCT
CTTACTTCTCCGTTATGTAAAATAACAAATTTATCGC
AGTCGCGTTCCAGACGATGTTCCACACCAATGTGAA
GAGC
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Bacteria/ Gen arrA

3
Bacteria/ Gen arA

6
Bacteria/ Gen arA

47
Bacteria/ Gen arA

59
Bacteria/ Gen arA

GAAGGGGGGGGTTCCTGTGAGAGTAGGACGCCGCCAAGCCATTTGA

CGTGAGAATTTTCCTGGGAGTTCATGGGGGTAACCATCATGATATTGG
GTGGGAGAGTGCCCCAGACCTGGGGGAGAAAATCCCGTAGCCTACTG
ATCTCTATGGTGTGCCATCAGCTTCTATGACGTCCCACCAGGAAGGCG
CCCGAGCCTGGGTTTTGCTTGACTCCTCGGACACTTGGGGTACAGGC
TGGGCTGCATCACTAAAGATGGGATCCTCGCTCATTCTGCCTCCGGCC
TGCACTCCCCCAGTTCCCGGGCCCTCCTGGGCACCCCAGGCAGCTCC
TGTTTGGATTGGATAGCTA
GTGGGGGGGGTTCCTGCTGATAGAGGAGCCGCCACGCCATTTGAGGA
GACCGTGCATCAGGCTGGGGTTTTTTGGACCGCCACCTCCTGCTTCTC
TGGGTATGCCATCTCCTTCTTTGCGCTCCCATGGGCAGGCGCCCCGT
GTGTGCCTTTTCCCTGGCTCCTTGGACCTCTGTACTCCTGGGGTGCCT
GCACGCCCCTCCCTGTGACGAGAACCCACTTTCACCACCTTCCTCTTA
GCATCCAGAAACCACAACTACCTAGTAACTGCACTTTAGTTAAGGAGG
GATGCCCACAACTAGAAAAAGATAATATTTTTTTATT
CGGGTTGGGAGTTCGCTGTGAGAGTAGGACGCCGCCAAGCCATTTGA
AAGATTTTCTTACGGGTGGTCTTTTTTTGTATTGCGATATTTTTCAGGTT
CTGGGAGGAGGGACGTGAACTTCTATTTTATCTCTTGTGGTGTTTGTTT
TTTCATACCTGGCAACTACTGTTACCTGCCCGAATTATCATGGTGATAT
GACCTCAAGGGGGCAGGGTAAGCATCTTTCTTTCGTTTTCTTGAAACC
TCTATTACTTTGCTTACTTTGGTGATTCTTGACAAATTTCGTTGTCTAGC
CGGGACAGGGGGCTAT
GGTAAGGCCTCTGGCGCACTCAGCATGATGGAGCAGGACATTTTGATT
TTGATTTTATATCATCGCGGGGTGGAGCAGGGATTTCATTGGCCGTGG
ATGGTGGTTTTGTGAGCTGGACGATTCGACAGGCCGATAAATTTCTCC
ACGGCGAGTCTGTTGCATTGATGAGTGCTGCTGTGAGGCACGTCTAC
GAGGGTGGGCGCGTTTAGACATTGCCCGTCTGCGTGAGACGATGTGG
TTTAAAGAACGTAGAGGGAAGACATGTTCGGGGTTGATTT

AACCTAAGTTGCTCTTGCTTCATATAATATGGATTTGGCAGGAACC
GTACATCAAACACAAGGTCGGCATCTATCGGCAGACCATGCTTGA
ACCCGAACGACATGACATTGACTGTAAAACCGACACTTTTATCG

AACTGACTTGTCATGAGTCATATAATATGGATTTGGCAGGAACCGT
ACATCAAACACAAGGTCGGCATCTATCGGCAGACCATGCTTGAAC
CCGAACGACATGACATTGACTGTAAAACCGACACTTTTATCGGCAC
AAATCTTCTACCTCATTTCCTCCCACCACCGGCGACAGTTCCTTGG
GCTTGTCCCAAAGCTCATCTGATCTCAGCCGCGCTCTGTACAGCC
CCTTCCTCTCACTCCCCCAAAACCCGGACCCTCCTGGGCACCCCA
GGCAGCTCCTGTTGGATTTAATAGCTAA
ACCTGACTCTCATGAGTCATATAATATGGATTTGGCAGGAACCGTA
CATCAAACACAAGGTCGGCATCTATCGGCAGACCATGCTTGAACC
CGAACGACATGACATTGACTGTAAAACCGACACTTTTATCGGCAGA
AAACTCCGAAGCGATTTTCTCCCTCAATTCGCGCGGTTTCAGTTGG
GAAGTATTACAGATCCCTCCCTGCATTCCCTTCACTTATCCATCCG
GTCCCGTTCCATTTAAATGCCTTCCACTGCAGGGCCCACTGGAGC
AATGAGGTCGAAGGCAAAAGCTAAC
GAAATTAAGTTCGATTCTTGCTCCGTGATTTTTCCTTCTGATGTGAC
CGAATTACGAGGCTTGTTTTATTTAACATATGTATGTTGAACTCGGC
ATCTGGACTTGACGGTACTGCGCCGGCTATATGAACAACACTTTAT
CTTGTTCACGACTATATCTCCTTCTATTTATTTATTTCTTTACCGCTA
TACTACGAGCCCTGGCAGAATCAAACATTGCTCGACTGATTAATAC
CATGCCGGGTTCTTGACCGAAGAGTGTACTCTTGTGCGGCATACC
CGTTTTTGGCATATTGTGTGCACAGAC
GCCCGGGCCACTGTTCAGATTACTGCTCACAATGACTCCCATCGT
GCGATCAATGGCACTTCTTGCAGCAGATAATTGAGTCACGACGTCT
CGGCAGTCTTTTCCTTGCTCCATCATGCTGAGTACGCCTTTTAGCT
GCCCTTCAATTCGGCGCAGATGGCGCTGTGA
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Abstract

In this report, physical and chemical properties, and total arsenic (As) concentrations were analyzed in agricultural
(MASE) and mining soils (SMI) in the State of Guanajuato, México. Additionally, a metagenomic analysis of both
types of soils was the bases for the identification and selection of bacteria and fungi resistant to As. The SMI soil
showed higher concentration of As (39 mg kg-1) as compared to MASE soil (15 mg kg-1). The metagenome showed a
total of 175,240 reads from both soils. MASE soil showed higher diversity of bacteria while the SMI soil showed higher
diversity of fungi. 16S rRNA analysis showed that the phylum Proteobacteria showed the highest proportion (39.6%
in MASE and 36.4% in SMI) and Acidobacteria was the second most representative (24.2% in SMI and 11.6% in
MASE). 18S rRNA analysis, showed that the phylum Glomeromycota was found only in the SMI soils (11.6%), while
Ascomycota was the most abundant, followed by Basidiomycota, and Zygomycota, in both soils. Genera Bacillus and
Penicillium were able to grow in As concentrations as high as 5 and 10 mM, reduced As (V) to As (III), and removed
As at 9.8% and 12.1% rates, respectively. When aoxB, arsB, ACR3(1), ACR3(2,) and arrA4 genes were explored, only
the arsB gene was identified in Bacillus sp., B. simplex, and B. megaterium. In general, SMI soils showed more
microorganisms resistant to As than MASE soils. Bacteria and fungi selected in this work may show potential to be
used as bioremediation agents in As contaminated soils.

Key words: agricultural soil, mining soil, arsenic, bacteria, biodiversity, fungi.

Introduction

In the State of Guanajuato, Mexico, the agricultural land occupies 969,000 hectares that generate 8.69 million tons,
mainly of barley, corn, sorghum, alfalfa, broccoli, and wheat. This represents a market of approximately 42 billion
USD and  Guanajuato  occupies the ninth  position in  Mexican  agricultural  production
(www.inegi.org.mx/temas/agricultura/). However, economic development associated to population growth has caused
a serious impact on soil resources. The state of Guanajuato has a mining exploitation history since the XVI century
(mostly for Au and Ag extraction). Carrillo-Chavez et al. (2003) indicated that historic mine tailings are dispersed
around the Guanajuato city and widespread in the hydrological basin, but nowadays they are mostly covered by
vegetation, urbanization or dispersed by erosion.

Arsenic (As) pollution in the State of Guanajuato has gained more attention in the last years. Several studies performed
in the region indicated high contents of As in groundwaters used for irrigation, which are above the accepted world
standard limits, with a mean of 0.33 mg L-1 (Rodriguez et al. 2016), an accumulation in soils with a range of 1.0 to 14.0
mg/kg (Lopez-Pérez et al. 2017; Zanor et al. 2019) and in crops with a mean of 14.1 mg kg-1 in barley (Saldafia-Robles
et al. 2018), as As can accumulate in soil and be transferred into the food chain (Lu et al. 2010).

As is a trace element present in different ecosystems. Average As concentration in world-wide soils ranges from 0.2 to
40 mg kg-1 (Bundschuh et al. 2008). Chronic exposure to As represents a risk to the environment and human health
because it has been classified as one of the most toxic and carcinogenic metalloids known (Gu et al. 2018). This
metalloid is mainly found in soil as its inorganic forms (arsenite, As (III) and arsenate, As (V)), and it can be
transformed by redox processes to an organic form. Some microorganisms play a fundamental role in the incorporation
of As in their metabolism through oxide-reduction reactions, enzymatic transformation, methylation, chelation,
exclusion, and immobilization (Cai et al. 2009; Rangel-Montoya et al. 2015).

Being the microorganisms the most active elements of soil, they can respond quickly to anthropogenic pressures, and
can become indicators of soil health and quality. Studies involved in the composition of the soil microbial community
help to explore the potential risks associated to its pollution and provide information on possible remediation strategies
(Feng et al. 2018). For example, the bacterium Bacillus licheniformis (strain DAS1) is able to remove 100% of As (V)
at a concentration of 3 mM, with the release of 42% of As (III) into the culture medium (Tripti et al. 2014). Fungi of
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the genera Rhizopus, Neocosmospora, Penicillium, and Aspergillus isolated from soils contaminated with As (9.45-
15.63 mg kg-1), were able to remove between 10.92% and 61.58% of the metalloid (Srivastava et al. 2011). An initial
step in As metabolism is the enzymatic reduction of As (V) to As (III) by the arsenate reductase (4rsC in prokaryotes
and Acr2p in eukaryotes) (Mukhopadhyay and Rosen 2002). Genes coding for arsenite transport proteins, such as arsB,
ACR3(1), and ACR3(2) are found in bacteria resistant to As. These genes are commonly found in bacterial isolates from

soil highly contaminated with As (Cai et al. 2009).

Detailed studies on microbial communities in soils that control the biogeochemical cycle of As in natural systems are
challenging due to the extreme diversity of the microbiome and the fact that not all microorganisms can be isolated in
the laboratory. Metagenomics offer an unprecedented opportunity to examine the adaptation of microbial communities
to environmental toxicity factors (Das et al. 2017). In this work, the microbial community, at the metagenomic level,
is reported to obtain a broad description of the microbial diversity in soils of Guanajuato, Mexico for the first time.
Due to their heavily and historical anthropogenic use, two types of soil with high As content were studied: one of
agricultural origin (MASE) and one of mining origin (SMI). As-resistant bacteria and fungi were identified and
characterized for their ability to transform As. This information is relevant not only to know As-resistant
microorganisms, but it gives a clear representation of the microbial diversity in highly different soils.

Materials and methods

Soil sample collection. A total 15 agricultural soil samples were obtained at the following location (UTM units):
2285086.96 m N by 265924.63 m E, at 1726 m a.s.l., which subsequently were pooled to form a single sample (here
on called MASE), close by to the city of Irapuato, in an asparagus crop field. In this area, soils are classified as vertisols,
with high content of clay minerals (smectite group), a good water retention, and high content of organic matter. In the
case of soils of mining origin, a total of 5 sub-samples were taken at the following location: 2324859.63 m N by
264345.89 m E, at 1995 m a.s.1., within the perimeter of the city of Guanajuato. Sub-samples were pooled, too, here on
called SMI sample. MASE and SMI soil samples were previously characterized (Lopez-Pérez et al. 2017). Soils were
sampled following the Mexican norms: NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF 2002), NMX-AA-132-SCFI-2006 (SCFI
2006) and NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (DOF 2007), and stored at -80°C for further use.

Physical and chemical analyses of soils. The physical and chemical characterization of MASE and SMI soils were
analyzed by triplicate following the methodology required by the Mexican Norm NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF
2002). The physical and chemical properties determined were moisture (M), textural class (T), bulk density (BD), real
density (RD), total porosity (TP), pH, organic content (OC), total nitrogen (TN), and C/N ratio. Total concentration of
As was determined according to the method 6010C recommended by EPA (2001), using Optical Emission
Spectrometry with Inductively Coupled Plasma Thermo iCAP 6500 Duo. The geoaccumulation index (Igeo) of soil
samples was analyzed based on the index proposed elsewhere (Miiller 1969; Loska et al. 2004), to evaluate the level
of As contamination. Comparison of variables from soil samples was analyzed by Tukey's honestly significant
difference (HDS) method, using the Statgraphics Centurion XV.II software.

Total DNA extraction from soils and metagenomic sequencing. Total DNA was extracted from three 0.3 g sub-
samples, of each soil type using the MoBio PowerSoile DNA Isolation Kit as described by the manufacturer (Fierer et
al. 2012). Purified DNA was sent to Macrogen Inc., (Korea) for sequencing and analysis. Primers 27F, S18R, and ITS1-
F, ITS4-R (Table 1) were used to amplify the 16S rDNA gene and the internally transcribed spacers (ITS region), from
bacteria and fungi, respectively. Data processing was performed using the Roche 454 GS FLX (3.0 v) software
(http://technical-support.roche.com). DNA was pre-processed and clustered as follows: 1) short reads were filtered out
and extra-long tails were trimmed. Filtered reads were clustered at 100% identity using CD-HIT-DUP
(http://weizhongli-lab.org/cd-hit-otu/); 2) chimeric reads were identified and secondary clusters were recruited into
primary clusters; 3) noise sequences in clusters were removed and the remaining representative reads from non-
chimeric clusters were clustered using a greedy algorithm into operational taxonomic units (OTUs) at a user-specified
OTU cutoff (97% ID at species level). Taxonomic assignment and microbiome diversity were analyzed as follows: 1)
representative sequences were used from each OTU to assign its taxonomy, using the software QIIME-UCLUST
(http://qiime.org). Sample libraries were downloaded from the service provider (Macrogene); and 2) to verify
significant differences between community structures (bacteria vs. fungi), the community richness and diversity (Alpha
diversity) was estimated on each sample by the service provider.

Isolation of As-resistant microorganisms. MASE and SMI samples supplemented or not supplemented with arsenic
salts (NaAsOz, HAsNa204) at 5 mM were serially diluted under sterile conditions, and plated on EXSC medium (500
g L-1 sterilized and filtered soil, 1 g L-1 yeast extract, 2 g L-1 glucose, 18 g L-1 bacteriological agar), incubating for 24
to 48 h (bacteria) or for 72 h or more (fungi) at 28+2°C.

Detection of the As oxidation-reduction. Microorganisms (bacteria or fungi) selected as previously described, were
grown in EXSC medium supplemented with arsenic salts during 48 h (bacteria) or 4 to 6 days (fungi) at 284+2°C. Once
colonies were observed, a solution of 0.1 M AgNOs3 was used to cover the plates. Development of brownish-red or
yellow color indicates the presence of As(V) or As (I1I), respectively (Simeonova et al. 2004).
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Molecular identification of As-resistant bacteria.

Bacterial DNA was extracted from selected single colonies as described earlier (Shuhaimi et al. 2001). This DNA was
used as template to amplify the 16S rRNA gene, using primers shown in Table 1. The PCR conditions used were: 95°C
for 5 min, 30 cycles 95°C for 40 s, 50 to 60°C for 1 min (depending on the template DNA), 72°C for 1 min, and a final
amplification at 72° C for 10 min. Amplicons were analyzed by 1% agarose gel electrophoresis and visualized in a Bio-
Rad Gel Doc EZ Imager. The amplified 16S rDNA were sequenced using the Pyrosequencing method by Macrogen
Inc., (Korea), and were assembled using the Seqman software (version 3.0). Once the contigs were obtained, they were
subjected to a BLASTn analysis, using the GenBank database (Wang et al. 2007).

Molecular identification of As-resistant fungi.

Fungal DNA was extracted according to Cruz-Avalos et al. (2019). The DNA was used as a template to amplify the
ITSs using primers shown in Table 1. PCR reactions were carried out as follows: 94°C for 4 min, 30 cycles of 95°C
for 40 s, 50 to 65°C for 1 min (depending on the template DNA), 72°C for 40 s, and a final step at 72°C for 10 min
(Habtegebriel et al. 2016). Amplicons were analyzed by 1% agarose gel electrophoresis and visualized in a Bio Rad
Gel Doc EZ Imager. Amplified ITSs were sequenced using the Pyrosequencing method by Macrogen Inc., (Korea) and
analyzed in the same way as bacterial sequences.

Identification of genes involved in the transformation of As. The identification of aoxB, arsB, ACR3(1), ACR3(2)
and arr4 genes in the bacterial isolates was carried out using the primers described in Table 1, and according to
conditions reported previously (Achour et al. 2007; Inskeep et al. 2007; Mirza et al. 2017). Amplicons were sequenced
by Pyrosequencing at Macrogen Inc., (Korea) and analyzed in the same way as bacterial sequences.

Quantification of As in culture media. Quantification of total As in the supernatant of selected microorganisms in
culture medium was determined by Atomic Absorption Spectrometry, using the Thermo Scientific™ iCETM 3000
Series by flame. Samples were diluted 1:10 for the quantification, and a standard curve was obtained with the following
concentrations of As (V): 10, 20, 30, 40 and 50 ppm. All analyses were performed by triplicate and the values were
calculated in mM concentrations. The standard deviations were calculated using the Statgraphics Centurion XV.II
software.

Results

Soil physical and chemical parameters. Physicochemical properties of both soil sample types were determined, and
estimated parameters are shown in Table 2. The MASE soil presented higher moisture (6.74%) as compared to the SMI
soil (1.47%). Statistical difference was observed in the BD values, despite both types of soils ranged between 1.00 and
1.19 g cm-3, which are typical values for soils rich in clay minerals with clayed texture, and good infiltration and
aeration capacity (Sumner 1999). According to the Mexican norm NOM-021-SEMARNAT-2000, pH in the MASE
soil was moderately acidic (pH= 6.4). Conversely, in SMI soil pH was moderately alkaline (pH 8.1). TN content
reached a value of 0.38% for MASE, which was significantly different to the value of 0.17% for SMI. Something
similar was observed with C/N ratios as a higher value was recorded for SMI (25.69), as compared with MASE soil
(11.86).

According to the Mexican standard NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, total As content in MASE soil (15 mg kg-1)
and in SMI soil (39 mg kg-1) were below and above the limit value, respectively, for soils used in agriculture,
urbanization and commerce (22 mg kg-1). According to Igeo values, MASE soil corresponds to the category of
“moderately contaminated” (level 2) by As, while the SMI soil belongs to the category of “moderate to heavily
contaminated” (level 3).

Assembly of metagenomic reads. The number of reads obtained from the sequencing of the MASE and SMI soils was
175240, with approximately 76 million bp and an average reading length of 434 bp. A total of 7,141 sequences from
the 16S rRNA gene were aligned to the SILVA database (Quast et al. 2013) and 34,059 sequences from the 18S rRNA
gene of both samples were aligned to the NCBI database (Benson et al. 2007). The sequences recognized a total of 254
operational taxonomic units (OTUs) with the 16S rRNA gene for MASE and 206 OTUs for SMI; while for the 18S
rRNA gene, 98 and 110 OTUs were obtained for each soil, respectively.

The MASE soils presented a higher bacterial diversity than SMI soil as the Shannon index was estimated at 7.06 and
6.12, respectively; while the SMI soil presented a high fungal diversity than MASE soil with Shannon’s indices
estimated at 4.10 and 3.30, respectively. It is considered that values lower than two represent low diversity, and values
greater than three represent high diversity (Shannon 1948; Mora-Donjuan et al. 2017). According to the Simpson index,
both soils showed dominance in the number of bacterial species, as this value is close to the unit (MASE = 0.98, SMI
= 0.95), whereas the estimated index for fungal species showed a lower dominance of species (MASE = 0.69, SMI =
0.85) (Simpson 1949).

Taxonomic composition of the microbial communities. In terms of bacterial composition of the microbiomes,
Proteobacteria, Acidobacteria, and Actinobacteria were the dominant phyla in MASE and SMI soils, representing more
than 72% of the total population (Fig. 1). The phylum Proteobacteria was the most abundant in both microbiomes,
comprising 39.6% in MASE and 36.4% in SMI (Fig. 1). Acidobacteria were the second most abundant, with 11.6% in
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MASE and 24.2% in SMI microbiomes. Actinobacteria were found in higher proportion in MASE soils (19.0%) than

in SMI soils (14.2%).

By employing the 16S rDNA gene, a total of 197 genera were identified, 59 of these were found in both types of soils;
however, many were only identified as uncultured or unidentified genera. Table 3 shows 37 bacterial genera that were
among the most abundant in both type of samples (37% in MASE and 35.85% in SMI), highlighting the genus
Bradyrhizobium, and uncultured organisms within the family Rhodospirillaceae, whose presence was higher in the
MASE soils (6.59%) than in the SMI soils (3.27%).

In terms of fungi, the phylum Ascomycota was the most abundant in both soil samples, representing 26.5% of the total
sequences (31.9% in MASE and 21.1% in SMI) (Fig. 2). The phylum Glomeromycota was only identified in the SMI
soils with 11.6%, Basidiomycota was identified with 3.2% of the total sequences (0.6% in MASE and 5.8% in SMI),
Zygomycota was found in 0.8% of the total sequences (0.5% in MASE and 1.1% in SMI). On the other hand, 63.1%
of the fungal sequences in the MASE soils and 10.6% in the SMI soils, were not classified or unidentified, while 49.8%
of the sequences in SMI and 3.8% in MASE, were classified as unassigned sequences (Fig. 2).

By using the 18S rRNA gene sequences, a total of 71 genera were obtained, from which 13 were found in both type of
soils, but many represent unidentified genera. A total of 36 fungal genera were found within the most abundant in the
soil samples (19.5% in MASE and 27.0% in SMI) (Table 4). The most abundant genera in MASE soils are listed in
Table 4, being the genus Mortierella (0.49%) within the phylum Zygomycota the only one shared within the SMI
microbiome. Other genera in SMI soils are listed in Table 4.

Selection of microorganisms resistant to As. When MASE soil extracts were inoculated on EXSC medium, only 24
bacterial species were able to grow, and none of the fungal species. From these, 18 bacterial isolates were resistant to
5 mM of As (IIT) (16 isolates) and As (V) (14 isolates). However, their ability to oxidize or reduce As, as shown by the
AgNOs reaction, was negative. On the other hand, a total of 55 bacterial and 9 fungal isolates were able to grow in the
EXSC medium from the SMI samples. From the bacterial isolates, 44 were able to grow on 5 mM As (V) and 45 grew
on As (IIT) 5 mM. In this case, 21 bacterial isolates were able to reduce As; however, oxidation of As (III) was not
detected. Noteworthy is a colorless halo that was observed in the culture medium supplemented with 5 mM of As (I1I)
in the reaction with AgNO3. This might indicate that the chemical oxidation of As (II) is occurring, in spite of not
showing the typical coloration, yellow, for As (III) and reddish-brown for As (V) (Simeonova et al. 2004; Branco et al.
2009).

According to the GenBank database, the As-reducing bacteria belong to the genera Bacillus and Williamsia (Table 5).
Genera Sphingomonas and Nocardioides showed resistance to 5 mM of As; however they were unable to reduce it.
Similarly, the genus Lysobacter was equally resistant to 5 mM of As (III) and (V), but was unable to oxide-reducing.
From the nine fungal isolates obtained from the SMI samples, only three showed the ability to reduce As (V), all
identified within the genus Penicillium (Table 5).

Detection of genes involved in the detoxification and metabolism of As in the microbial cell. From the 21 bacterial
isolates showing reduction activity of As, five of them displayed a significant growth in the EXSC medium
supplemented with As. These isolates were selected to explore the presence of the five genes related to the As
metabolism in bacteria, mentioned above. In spite of finding amplicons with the expected size of the five genes in the
five selected isolates, only the arsB gene was identified by its sequence. This gene codes for the arsenite transport
protein and explains the ability of the five isolates to reduce As (V). All five isolates belong to the genus Bacillus, and
their identification by their 16S rDNA sequence was: Bacillus sp isolate 2, B. simplex isolate 3, B. simplex isolate 9, B.
simplex isolate 47, and B. megaterium isolate 49. The isolates 2, 3, and 47 may contain the gene arr4 which codes for
the arsenic reductase, a very important element of the microbial arsenic reduction system with an amplicon of
approximately 330 bp. However, their sequences were ambiguous and only indicated that the PCR product was part of
the Bacillus genome as reported by (Mirza et al. 2017).

Effect of two selected microorganisms on total As in the culture medium. B. simplex isolate 47 was able to decrease
the total As of the medium, from a mean of 5.554 mM to a mean of 5.092 mM, which is highly significant (p=0.0007)
and indicates a 7.2% decrease of total As in the medium 72 hours after being inoculated, with respect to the uninoculated
control medium (EXSC+AsIII), (Fig. 3). This isolate also proved to be a reducer of As (V), identified by the yellow
coloration in the reaction with AgNO3 (Simeonova et al. 2004). It decreased the total As from a mean of 6.159 mM to
a mean of 5.510 mM, which is highly significant (p=0.0014) and indicates a 9.8% decrease of total As in the medium
72 hours after being inoculated, with respect to the uninoculated control medium (EXSC+AsV). Isolate 44 (P. rubens),
showed no decrease of total As in the medium with As (III); however, it decreased the total content of As in the medium,
from a mean of 5.805 mM to a mean of 5.144 mM, which is highly significant (p=0.0166) and indicates a 12.1%
decrease of total As 144 hours after being inoculated, with respect to the control medium (EXSC+AsV), (Fig. 3).

Discussion

Since colonial times, Guanajuato has been economically important to Mexico for two reasons: agriculture and mining
industry; and in both economic activities, soil is a preponderant source. Therefore, safety is paramount when handling
this natural resource, either for the food industry as well as for the healthy handling of mining sources. The presence
of arsenic (As) in Guanajuato’s soils has been known since a long time (Ramos-Arroyo et al. 2004), but it has never
been associated to its microbiome. Resistance of soil microorganisms to toxic elements such as As has made them play
a very important role in the mobilization, biotransformation, and bioavailability of different species of As (Cai et al.
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2009; Mellado et al. 2011). The SMI soils reported here were more contaminated with As than MASE soils. In MASE
soils, the acid pH (6.1) observed could be considered acceptable to achieve good availability of macro and
microelements, and no deficiencies of essential nutrients in crops are observed. However, the SMI soils showed a basic
pH (8.1), indicating deficiencies in the availability of P, Fe, Mn, Zn, Cu, Co, among others (Brady 1984; Nuiiez 1985).
Conversely, as it was observed by Ramos-Arroyo et al. (2004), in SMI soils, the basic pH values could be explained

for the presence of calcite in the mine tailings, increasing the pH in the soil.

The importance of the great diversity of microorganisms found in soils is highly related to the soil’s ability to deal with
highly contaminating elements. In previous studies (Campos et al. 2007; Cai et al. 2009), soil microorganisms were
able to oxidize or reduce As species in the medium, eliminating (at least partially) its toxicity. Gram negative bacilli
such as Pseudomonas alcaligenes and Wautersia solanacearum, as well as other bacterial genera such as Acinetobacter,
Agrobacterium, Arthrobacter, Comamonas, Rhodococcus, Stenotrophomonas and Pseudomonas, were found to be able
to tolerate high concentrations of As (8-20 mM). They also observed that the ability of these bacteria to oxidize As (I1I)
would favor the colonization of other species not tolerant to As, which are important in biogeochemical cycles.

Both soil types (MASE and SMI) studied here showed the presence of Proteobacteria, Acidobacteria, and
Actinobacteria, similar to those found previously in Cd-contaminated soils (Feng et al. 2018). In general, Proteobacteria
provide some basic functions related to biogeochemical cycles (Feng et al. 2018). As for Acidobacteria, they have been
detected in a wide variety of environments. In fact, there are more than 3,000 sequences in public databases, shown to
be abundant in soils and sediments with the ability to resist extreme conditions (Barns et al. 2007). There is a strong
correlation between the abundance of Acidobacteria in soil and its pH, as they are more abundant in soils with pH lower
than 6.0, and very uncommon in soils with pH higher than 6.5 (Sait et al. 2006). However, we found abundant
Actinobacteria at pH 6.4 for MASE and pH 8.1 for SMI, probably due to the great versatility of this phylum to adapt
to different environments. It is important to notice that, in the case of SMI soils, they contain traces of mine tailing,
which were subjected to a geochemical process that changed the original pH of the soil. In spite of the oxidation of
sulfides that generated acidity, neutralization and alkalization by carbonates and soil weathering followed (Ramos-
Arroyo and Siebe-Grabach 2006), which perhaps gave the Acidobacteria time to adapt to the SMI soils. Perhaps, that
is the reason why more Acidobacteria resistant to As were found in this report.

On the other hand, Actinobacteria were found in a higher proportion in MASE soils (19.0%) than in SMI soils (14.2%).
Most of these bacteria play an important role in the decomposition of organic matter and they renew the reserves of
nutrients in the soil and are fundamental in the formation of humus (Battistuzzi and Hedges 2009). May be that is the
reason why Actinobacteria were more abundant in MASE soils as they showed higher organic matter content (8.41%)
and TN (0.38%) as compared to SMI soils (7.14 and 0.17%, respectively) (Fig. 1). In fact, Porta et al. (2003) indicate
that an optimum C/N ratio with a value close to 10 (MASE C/N ratio was 11.86) suggests a good relationship between
mineralization and humification, with higher rates of organic matter degradation.

The genus Bradyrhizobium was one of the most abundant in both soil samples, this genus is known for its symbiotic
nitrogen fixation in plants (Kaneko et al. 2002). Its presence in the agricultural soil could be related to the presence of
crops and its relationship with the improvement of plant nutrition. On the other hand, the presence of the genus
Bradyrhizobium in the SMI soils may also be related to the native vegetation found in the sampled area, promoting
their growth (Corbera-Gorotiza and Napoles-Garcia 2013). Also, the Family Rhodospirillaceae was found in both soils.
The so-called purple non-sulfur bacteria, include a total of 34 genera, and some of them contain several diazotrophic,
plant-associated bacteria with growth-promoting potential (Baldani et al. 2014).

Besides, two As-reducers bacterial genera, Bacillus and Williamsia were identified. The first one is highly diverse and
some species act as bio-protectants as well as plant-growth promoters, it is widely distributed and their main habitat is
the soil (Orbera Ratén et al. 2005). In general, Bacillus species have been known to be good As-resistant bacteria. Since
1998 they were found to resistant As and can reduce it (Blum et al. 1998; Suresh et al. 2004) and absorb both As (III)
and As (V) (Yang 2012). As for Williamsia, it usually participates in the biodegradation process and decomposition of
contaminated industrial soils (Keikha 2018). Williamsia is a genus that has been isolated from As contaminated soils
and classified as novel arsenite-resistant bacteria (Cai et al. 2009; Simonovi¢ova et al. 2016; Wu et al. 2018), but no
extensive studies have been done which leaves a wide research area to explore. We found the above-mentioned bacterial
genera in both types of soils, similar to a previous report (Campos et al. 2007); however, some of these isolates may
represent new bacterial strains resistant to As. Also, the search for newer potent As-resistant bacteria in a specific
ecological niche of contaminated soil is always relevant (Srivastava et al. 2013; Ghosh et al. 2018).

In general, fungi are abundant microorganisms in soil. They represent a large proportion of the soil’s microbial biomass.
The main groups of fungi found in the studied soils are Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota, and
Basidiomycota. Within the Phylum Ascomycota the most frequently found genera in soil are Penicillium and
Aspergillus (Gondim-Porto 2013). Fungi within the genus Penicillium are very diverse and play an important role in
the decomposition of organic matter and the production of enzymes (Visagie et al. 2014). We report three species of
this genus in the presence of As, especially P. rubens which grew in medium supplemented with As (III) at
concentrations higher than 10 mM, contrary to the bacteria, which develop best in medium supplemented with As (V),
and at lower concentration (Mellado et al. 2011). The Phylum Glomeromycota found only in the SMI soils form
arbuscular mycorrhizae (Schiifiler et al. 2001). Its presence in SMI soils may be related to the plants growing in the
sampled area.

The mobility, availability, and speciation of As are affected by the microbial metabolism that participates in the
biogeochemical cycle of this element. Among the microbial activities, some strains have been found to be able of
oxidizing arsenite or reducing arsenate. The ars operon constitutes the most important and studied scheme of arsenic
tolerance in microorganisms. Some genes involved are the arsC gene, for the arsenate reductase capable of transforming
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As (V) to As (III), present in bacteria that have been characterized in terms of their resistance to As (Jackson et al.
2005). Cai et al. (2009) found genes involved in the oxidation of As (I1I): the aoxB gene that codes for the major subunit
of the arsenite oxidase, as well as the genes that code for different arsenite transporting proteins in the microbial cell
(arsB, ACR3 (1) and ACR3 (2)), found in bacteria isolated from soil highly contaminated with As (20 mM).We
successfully amplified the arsB gene in the bacterial isolates with the ability to reduce As (V), all within the genus
Bacillus (Bacillus sp, B. simplex and B. megaterium). This gene confers the bacteria the ability to be more resistant to
As, catalyzing the extrusion of As (III) outside the cell (Mukhopadhyay and Rosen 2002). The B. simplex isolate 47
was able to decrease the total As by 7.2%; however, is considered a low proportion as another Bacillus strain, was able

to remove 76.0% of As (V) at a concentration of 6 mM and 56.0% was reduced to As (IIT) (Tripti et al. 2014).

In soils contaminated with As, it is common that microorganisms develop mechanisms to incorporate the metalloid
into their metabolism. The soils studied here provide important information on native species of microorganisms
resistant to As. On the other hand, a higher content in organic matter and moisture in MASE, in contrast with SMI
soils, may contribute to its richest microbiome, which may explain that a greater diversity of bacteria was found in
these soils, as compared to the mining soils.

In the SMI soils (highly contaminated by As), a greater number of As-resistant microorganisms were found, with the
ability to transform the chemicals species of As (reduction of As (V) to As (III)), as compared to microorganisms
isolated from MASE soils. Although the phylum Firmicutes was found in a very low proportion in the SMI soil, they
were able to reduce As (V) to As (III). On the other hand, the fungus Penicillium showed the greatest ability to reduce
the As (V) to As (III) and a strong resistance to high concentrations of As (III) (> 10 mM).

It is important to notice that the origin of As in both types of soils may be different. Weathering of different parent
material (rocks) in the catchment area of mines commonly contributes to the As content of SMI soils. Conversely,
MASE soils come from weathering of volcanic rocks, rich on Na, Fe, Mg, and Fe-Ti oxides (Nieto-Samaniego et al.
2012). Therefore, As found in MASE soils is mostly related to irrigation with As-rich groundwater from deep boreholes
(Zanor et al. 2019). The origin of As in both types of soils may explain the low ability of bacteria to process it on
MASE soils, as well as the high ability to process As by fungi in SMI soils. In other words, the microbiome in each
type of soil is the result of the ability of different microbiota to survive under different conditions.

The results obtained in this work can contribute to a better understanding of the microbiomes of soils contaminated
with As. Furthermore, a fungus showed the highest ability to process As, rather than a bacterium, which are most
common microorganisms to degrade As in nature. This observation is important as fungi uses a different metabolic
pathway to deal with As, and also to look forward to find microorganisms with biotechnological potential in the
restoration and bioremediation of As-contaminated soils, in the future.
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Figure Captions

Fig. 1 Relative abundance at phylum level of bacteria in soil samples. MASE.16S: DNA samples from agricultural soil
analyzed with the 16S rDNA gene sequences; SMI.16S: DNA samples from mine tailings soil analyzed with the 16S
rDNA gene sequences.

Fig. 2. Relative abundance at Phylum level of fungi from the soil samples. MASE.18S = sample of DNA from
agricultural soil analyzed with the 18S rDNA gene; SMI.18S = sample of DNA from mine tailings soil analyzed with
the 18S rDNA gene.

Fig. 3. Quantification of total As in the supernatant of the culture medium, determined by Atomic Absorption
Spectrometry. MT= control medium without As and without microorganisms. EXSC+AsIII=medium supplemented
with 5 mM of As (III) without microorganisms. EXSC+AsIII+Bs=medium with 5 mM of As (III) and the isolated 47
inoculated. EXSC+AsV=medium supplemented with 5 mM of As (V) without microorganisms.
EXSC+AsV+Bs=medium with 5 mM of As (V) and the isolated 47 inoculated. PD+AsIII=medium supplemented with
5 mM of As (III) without microorganisms. PD+AsIII+Pr=medium with 5 mM of As (III) and the isolated 44 inoculated.
PD+AsV = medium supplemented with 5 mM of As (V) without microorganisms. PD+AsV+Pr=medium with 5 mM
of As (V) and the isolated 44 inoculated.

Table 1 Primers used to amplify different sequences for the identification of bacteria, fungi, and genes related to As

transformations.
Gene Primer Sequence (5'-3") Reference
27F GAGTTTGATCMTGGCTCAG
16SrDNA— 510p WTTACCGCGGCTGCTGG Yoo etal. 2016
TS 1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes and Bruns 1993
4R TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990
D1 CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG )
165 rDNA P2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT Weisburg et al. 1991
ITS5-F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG )
s ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC Habtegebriel et al. 2016
3 IF GTSGGBTGYGGMTAYCABGYCTA Inskeen of al. 2007
aox IR TTGTASGCBGGNCGRTTRTGRAT nskeep et al.
2 darsB1F GGTGTGGAACATCGTCTGGAAYGCNAC Achour et al. 2007
ars darsBIR CAGGCCGTACACCACCAGRTACATNCC chour et al.
dacrlF GCCATCGGCCTGATCGTNATGATGTAYCC
ACRD qaerR CGGCGATGGCCAGCTCYAAYTTYTT Achour et al. 2007
dactSF TGATCTGGGTCATGATCTTCCCVATGMTGVT
ACR3(2) gacrar CGGCCACGGCCAGYTCRAARAARTT Achour et al. 2007
A CVFI CACAGCGCCATCTGCGCCGA Mirza et al. 2017
CVRI CCGACGAACTCCYTGYTCCA :
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Table 2 Physicochemical properties in MASE and SMI soil samples.

Sand Loam  Clay M BD RD TP oC TN As
Texture Class
Sample pH C/N of
Class 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, mg kg'
% % % % gem3 gcemss % % % 1 Teeo
MASE  Clay 13.64 25.6a 60.76  6.74 107a 197a 4550 640 841 038 11.86 15 3
a a a a a a a
39.03  34.19 2679 147 5672  8.10 7.14 0.17 25.69
SMI Loam b a b b 1.00b 2.30b b b b b 39 3

MASE = agricultural soil; SMI = mining soil; M = moisture; BD = bulk density; RD =real density; TP = total porosity;
OC= organic content; TN = total nitrogen; C/N = carbon-nitrogen ratio. Means (n=3) for the variables are shown.
Values with different letters are statistically different (p <0.05).

Table 3. Abundance of different taxonomic levels of bacteria found in MASE and SMI soils.

Phylum Family Genus MASE (%) SMI (%)
Proteobacteria Rhodospirillaceae uncultured 6.59 3.27
Proteobacteria Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium 3.77 5.55
Gemmatimonadetes uncultured uncultured 336 531
Proteobacteria Nitrosomonadaceae  uncultured 253 3.74
Proteobacteria Comamonadaceae Ramlibacter 24 023
Actinobacteria Catelliglobosispora  uncultured 1.99 0.06
Proteobacteria DAI111 uncultured 1.8 0.53
Proteobacteria Sinobacteraceae Steroidobacter 1.56 1.84
Proteobacteria Sinobacteraceae uncultured 1.51 14
Proteobacteria wr0007 uncultured 137 1.78
Proteobacteria Xanthobacteraceae  uncultured 1.18 2.16
Proteobacteria Caulobacteraceae Phenylobacterium 1.1 035
Proteobacteria Xanthobacteraceae ~ Pseudolabrys 0.86 251
Proteobacteria Caulobacteraceae uncultured 0.81 0.12
Proteobacteria Methylobacteriaceae  Microvirga 0.62 0.53
Bacteroidetes Chitinophagaceae uncultured 0.57 0.06
Proteobacteria Erythrobacteraceae  Altererythrobacter 0.48 0.61
Actinobacteria Luedemannella Luedemannella 0.48 0.26
Bacteroidetes Cytophagaceae Flexibacter 0.38 0.12
Proteobacteria Xanthomonadaceae  Lysobacter 0.35 1.11
Proteobacteria Rhizobiaceae Rhizobium 0.35 0.12
Proteobacteria Rhodospirillaceae Skermanella 0.35 0.06
Proteobacteria Incertae Sedis Rhizomicrobium 0.32 0.06
Proteobacteria Sorangiineae uncultured 03 0.18
Proteobacteria Sorangiineae Sandaracinaceae 0.27 0.26
Proteobacteria Hyphomicrobiaceae  Rhodoplanes 0.24 0.29
Proteobacteria KF-JG30-B3 uncultured 0.22 0.85
Actinobacteria 480-2 uncultured 0.19 0.03
Proteobacteria wr0007 uncultured 0.16 0.2
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Proteobacteria
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Verrucomicrobia

Proteobacteria

Hyphomicrobiaceae
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0.13
Blastococcus uncultured 0.13
Comamonadaceae uncultured 0.13
Arthrobacter uncultured 0.11
Sphingomonadaceae Sphingomonas 0.11
Hyphomicrobiaceae  Hyphomicrobium 0.11
Opitutaceae Opitutus 0.11
Oxalobacteraceae Janthinobacterium 0.05
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Table 4. Abundance of different taxonomic levels of fungi found in MASE and SMI soils.

Phylum Family Genus MASE (%) SMI (%)
Ascomycota Nectriaceae Fusarium 377
Ascomycota Incertae sedis Acremonium 351
Ascomycota Nectriaceae Haematonectria 280
Ascomycota Dipodascaceae Unidentified 1.70
Ascomycota Lasiosphaeriaceae  Cladorrhinum 1.68
Ascomycota Pleosporaceae Epicoccum 1.59 0.04
Ascomycota Incertae sedis Microdochium 0.76
Ascomycota Pleosporaceae Other 0.60
Zygomycota Mortierellaceae Mortierella 0.49 0.47
Ascomycota Incertae sedis Other 0.39
Ascomycota Incertae sedis Stachybotrys 0.39
Ascomycota Orbiliaceae Arthrobotrys 0.36
Ascomycota Sordariaceae Unidentified 033
Ascomycota Lasiosphaeriaceae  Other 0.26 0.19
Ascomycota Sporormiaceae Westerdykella 021
Ascomycota Nectriaceae Other 0.19
Basidiomycota  Incertae sedis Hannaella 0.14
Basidiomycota  Ceratobasidiaceae  Ceratobasidium 0.13
Ascomycota Lasiosphaeriaceae  Unidentified 0.10
Ascomycota Incertae sedis Ilyonectria 8.54
Glomeromycota Glomeraceae Unidentified .32
Basidiomycota  Inocybaceae Neopaxillus 276
Basidiomycota ~ Ceratobasidiaceae  Unidentified 218
Glomeromycota Acaulosporaceae  Entrophospora 1.65
Glomeromycota Glomeraceae Funneliformis 0.75
Basidiomycota  Tricholomataceae Mycenella 0.49
Glomeromycota Ambisporaceae Ambispora 0.48
Ascomycota Trichocomaceae  Penicillium 021
Ascomycota Nectriaceae Cylindrocarpon 0.14
Basidiomycota  Filobasidiaceae Cryptococcus 0.13
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Ascomycota Incertae sedis Tetracladium 0.13
Ascomycota Incertae sedis Mycocentrospora 0.1
Ascomycota Nectriaceae Calonectria 0.11
Glomeromycota Ambisporaceae Other 0.11
Basidiomycota  Ceratobasidiaceae  Other 0.10
Ascomycota Incertae sedis Periconia 0.08 0.08

Table 5. Identity of As-reducing bacteria and fungus isolates according to their similarity to the NCBI reference

sequences.
Isolate Covoe/‘;age E-value I deoﬁ)ti ty Closest sequence flc:le;lsls)ieorn Identification
2 99 0.0 99.93 HQ317155.1 MN498033 Bacillus sp.
3 99 0.0 100.00 KJ831621.1 MN498034 Bacillus simplex
9 100 0.0 98.72 MG645295.1 MN498035 Bacillus simplex strain LRV34
20 99 0.0 100.00 MGO11540.1 MN498036 Bacillus muralis strain HIS3200905
47 100 0.0 99.86 MF581431.1 MN498037 Bacillus simplex strain Md1-25
49 100 0.0 99.93 MK544829.1 MN498038 Bacillus megaterium strain LB11
51 100 0.0 99.66 MK110993.1 MN498039 Bacillus sp. strain Whitaker B12
59 99 0.0 99.28 KM374746.1 MN498040 Bacillus megaterium strain 1S7
61 89 0.0 84.67 EU073114.1 MN498041 Williamsia sp. SY3
44 97 0.0 99.50 LT558870.1 MN493046 Penicillium rubens
67 99 0.0 99.02 DQ681334.1 MN493047 Penicillium granulatum isolate 732
69 99 0.0 99.65 MK267409.1 MN493048  Penicillium chrysogenum isolate E20332
100%

90%
80%
36.40% # Unassigned
39.60% = Verrucomicrobia
70% Proteobacteria
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