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RESUMEN

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) son un grupo heterogéneo de
bacterias que pueden mejorar el crecimiento de las plantas, uno de los procesos mas importantes
de estos microorganismos es la fijacion bioldgica de nitrogeno. Actualmente, las técnicas de
biologia molecular permiten identificar estas bacterias y evaluar su potencial diazétrofo. El
objetivo de esta investigacion fue identificar molecularmente mediante secuenciacion parcial del
gen ARNr 16S, 12 bacterias reconocidas fisiolégicamente como PGPRs y detectar por medio de
PCR la presencia del gen nifH, mediante la evaluacion de 5 grupos de cebadores: nifH19F/nifH3,
Nh21F/nifH3, F1/nifH-r, PolF/PoIR y nifH-gl-f/nifH-g1-r. Se encontrd que las 12 bacterias
pertenecen al género Pseudomonas, se ubicaron dentro de las especies P. putida (RZH133,
RZH134, RZH135, RZH136, RZH138, RZH143 y RZH144), P. aeruginosa (RZH141 y
RZH142), P. monteilli (RZH137), P. taiwanensis (RZH140) y P. alcaligenes (RZH139).
Ademas, 5 de ellas amplificaron bandas que pueden ser indicadas como representativas para el
gen nifH, con 4 de los 5 grupos de cebadores, mientras que en las otras 7 se observo la
amplificacion de bandas con s6lo uno de los grupos de cebadores evaluados. En conclusion, se
evidencia el potencial diazétrofo de estas Pseudomonas, siendo candidatas para el desarrollo de
productos bioldgicos en la mejora de cultivos.
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Resumen

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) son un grupo heterogéneo
de bacterias que pueden mejorar el crecimiento de las plantas, uno de los procesos mas
importantes de estos microorganismos es la fijacion bioldgica de nitrégeno. Actualmente, las
técnicas de biologia molecular permiten identificar estas bacterias y evaluar su potencial
diazotrofo. El objetivo de esta investigacion fue identificar molecularmente mediante
secuenciacion parcial del gen ARNr 16S, 12 bacterias reconocidas fisiolégicamente como
PGPRs y detectar por medio de PCR la presencia del gen nifH, mediante la evaluacion de 5
grupos de cebadores: nifH19F/nifH3, Nh21F/nifH3, F1/nifH-r, PolF/PoIR y nifH-g1-f/nifH-g1-r.
Se encontro que las 12 bacterias pertenecen al género Pseudomonas, se ubicaron dentro de las
especies P. putida (RZH133, RZH134, RZH135, RZH136, RZH138, RZH143 y RZH144), P.
aeruginosa (RZH141 y RZH142), P. monteilli (RZH137), P. taiwanensis (RZH140) y P.
alcaligenes (RZH139). Ademas, 5 de ellas amplificaron bandas que pueden ser indicadas como
representativas para el gen nifH, con 4 de los 5 grupos de cebadores, mientras que en las otras 7
se observo la amplificacion de bandas con s6lo uno de los grupos de cebadores evaluados. En
conclusion, se evidencia el potencial diazotrofo de estas Pseudomonas, siendo candidatas para el

desarrollo de productos biolégicos en la mejora de cultivos.
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Introduccién

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) son un
grupo heterogéneo de bacterias que pueden ser encontradas en la rizosfera, la superficie de las
raices y en asociacion con las raices; las cuales pueden mejorar el grado o calidad del
crecimiento vegetal directa o indirectamente (Ahmad, Ahmad & Khan, 2008).

Uno de los procesos mas importantes de las PGPRs es la fijacion biolégica de
nitrégeno (FBN) (Obando et al., 2010), pues representa la mayor contribucion bioldgica de
este elemento a la bidsfera (Pedraza et al., 2010). Algunos estudios indican que la FBN
representa el 25% del nitrégeno total fijado (Loredo-Osti, Beltran-Lopez & Pefia-del Rio,
2009) y se han reportado niveles de fijacion que van desde 15-140 Kg N Ha™, es decir
aproximadamente el 60% del nitrdgeno necesario para algunas especies vegetales; a su vez
estas cifras constituyen el equivalente a 350 kg de urea por hectarea al afio (Loredo-Osti et al.,
2009; Radic & McAdam, 2012).

La identificacion de estas bacterias de acuerdo a sus caracteristicas metabdlicas ha sido
posible utilizando las pruebas bioguimicas (Fernandez, Garcia, Saéz & Valdezate, 2010); pero
estos métodos presentan diferentes limitaciones, entre las que cabe mencionar que no detecta
mutaciones que conllevan a caracteristicas diferentes, las similitudes entre especies distintas o
las disparidades entre cepas de una misma especie (Godoy et al., 2008).

Debido a esto, actualmente es muy comun realizar identificacion molecular,
analizando secuencias de genes especificos para comprobar el género e inclusive la especie
(bacterias), ya que algunos no cambian su funcion con el tiempo o poseen muy pocas

variaciones (Fernandez et al., 2010).



Por otro lado, la FBN puede evaluarse a nivel molecular por la presencia de los genes
nif que hacen parte del complejo enzimatico de la nitrogenasa (Oldroyd & Dixon, 2014),
moléculas que pueden identificarse gracias a técnicas ya desarrolladas como la extraccion y
amplificacion del ADN vy la secuenciacion de fragmentos especificos. En la actualidad, estas
técnicas moleculares estan en el apogeo de la investigacion gracias a los maltiples beneficios
que brindan y a que la certeza y precision de los resultados es muy cercana al 100% (Moreno
y Galvis, 2013).

En el Laboratorio de Biologia Aplicada UFPS, se encuentran conservadas gran nimero
de bacterias que presentan caracteristicas fisiologicas de las PGPR’s y cuentan s6lo con una
identificacion bioquimica, por lo que no se conoce con seguridad el género y la especie a la
que pertenecen; ademas no tienen analisis de fijacion de nitrégeno puesto que el Laboratorio
no disponia del equipo necesario para el ensayo.

Debido a esto, en la presente investigacion se realizo la identificacion molecular de 12
cepas conservadas en el banco de cepas del LBA, amplificando y analizando la secuencia del
gen ARNr 16S; ademas se indagd la presencia del gen nifH evaluando diferentes grupos de
cebadores y variando las concentraciones de los componentes de la reaccion en cadena de la
polimerasa.

Con estos procesos se esperaba comprobar el género de las bacterias y ubicarlas dentro
de diferentes especies; asi mismo se esperaba observar amplicones del gen nifH para

determinar su potencial diazotrofico (FBN).



1 El problema

1.1 Titulo

IDENTIFICACION MOLECULAR Y DETECCION DEL GEN nifH EN 12 CEPAS
CONSERVADAS EN EL BANCO DE CEPAS DEL LABORATORIO DE BIOLOGIA

APLICADA UFPS

1.2 Planteamiento del problema

El nitrogeno es un elemento que esta presente en los procesos quimicos vitales y en las
moléculas de informacion como los acidos nucleicos, es ademas el principal limitante después
del agua, en el desarrollo y productividad de las plantas (Arias, Rengifo & Jaramillo, 2007,
Villasanti, Roman & Pantoja, 2013) y representa cerca del 80% de los gases de la atmdsfera.

Los suelos Colombianos se caracterizan por tener problemas de acidez y poca
disponibilidad de nitrogeno para las plantas; esta deficiencia de nitrégeno es causada en parte
a la escasa incorporacion de materia organica, bajas tasas de mineralizacion y altas tasas de
inmovilizacién, haciendo que el nitrégeno sea de dificil asimilacion para los diversos cultivos
agricolas (Reyes, Alvarez, EI-Ayoubi & Valery, 2008), lo que hace que la aplicacion de
fertilizantes quimicos sea un requerimiento en los sistemas de produccion agropecuaria.

Como resultado, el problema ambiental causado especificamente por la aplicacion de
fertilizantes quimicos (N>), se genera por la acumulacion de nitratos en el subsuelo, que

pueden incorporarse a las aguas subterraneas por lixiviacion o ser arrastrados hacia los cauces



y reservorios superficiales, acelerando la degradacion de los sistemas agricolas y creando
como consecuencia que los sistemas de produccion afronten el reto de mantener una
produccion sostenida.

En Colombia, Norte de Santander hace parte de los cinco departamentos que producen
el 74% del total de hortalizas del pais (Delegatura de Proteccion de la Competencia, 2011) y
es por lo tanto, un gran demandante de procesos biol6gicos como la fijacion de nitrégeno. Sin
embargo, debido al triple enlace que forma la molécula de nitrogeno (N=N), no puede ser
utilizado por la mayoria de seres vivos; s6lo unos pocos microorganismos tienen la capacidad
de aprovecharlo mediante un proceso que se conoce como fijacion biolégica de nitrégeno
(Mayz-Figueroa, 2004; Paredes, 2013). Por esta razon, es necesario evaluar los
microorganismos que han sido aislados como promotores del crecimiento vegetal, que se han
caracterizado tentativamente como Pseudomonas sp fluorescentes por sus funciones
bioguimicas en el Laboratorio de Biologia Aplicada de la Universidad Francisco de Paula
Santander, identificandolos a nivel molecular para determinar con mas acierto su género y
especie, ya que las técnicas morfologicas y bioquimicas pueden inducir a errores (Moreno &
Galvis, 2013), asi mismo analizar la posible presencia de los genes que atribuyen la capacidad
de FBN (genes nif) para establecer su potencial diazotrofico; siendo asi mas preciso el

desarrollo de productos biolégicos a partir de las bacterias que presenten dichos genes.

1.3 Formulacion del problema
¢Al Identificar molecularmente y analizar la presencia del gen nifH en 12 cepas
conservadas en el LBA, permitiria conocer con certeza el género y la especie de cada

microorganismo Yy determinar su potencial como bacterias fijadoras de nitrégeno?



1.4 Justificacion

La creciente produccidn agropecuaria en el pais y en la region, ha estimulado el
incremento en la aplicacion de fertilizantes quimicos para cubrir los requerimientos
nutricionales de los cultivos, pero las fuentes de nitrégeno usadas continuamente y en exceso
como urea, nitrato de amonio y sulfato de amonio, traen consecuencias nocivas como la
acidez del suelo (Chien, Gearhart, & Collamer, 2009; Sanchez, 2012). Es por esto que
actualmente el uso de bioinsumos como la biofertilizacion nitrogenada se ha convertido en un
mecanismo con un impacto ecologico positivo, debido a que ayuda a reducir el consumo
energético (N,) y promueve la agricultura sostenible.

Por esta razon, el estudio del mecanismo por el que tiene lugar la FBN ha ido en
aumento en las Gltimas décadas, pero en los Gltimos afios se ha dado mas importancia a las
vias moleculares, complejos enzimaticos y a los genes involucrados en este trascendental
proceso. Uno de los géneros que mas se ha estudiado por poseer esta capacidad es
Azospirillum (De-Bashan, Holguin, Glick & Bashan, 2007) pero hay otros potenciales
diazétrofos que han estado en un segundo plano y que hasta hace poco se creia no pertenecian
a este grupo; un ejemplo de éstos son las Pseudomonas (Desnoues et al., 2003).

En la actualidad, se conocen ciertas especies de Pseudomonas que han sido evaluadas
en la fijacion biologica de nitrogeno, algunos de estos microorganismos han sido aislados en
China (Desnoues et al., 2003), Japén (Hatayama, Kawali, Shoun, Ueda & Nakamura, 2005) y
Pakistan (Mirza et al., 2006), en donde se ha estudiado con especial relevancia el complejo de
la nitrogenasa y los genes nif, los cuales se encargan de los procesos moleculares por los que

se lleva a cabo la FBN (Oldroyd & Dixon, 2014).



Son numerosas las cepas que han sido aisladas que pueden ser potenciales fijadoras de
nitrégeno, caracterizadas fisioldgicamente como promotoras del crecimiento vegetal, algunas
de ellas caracterizadas bioquimica y morfol6gicamente como Pseudomonas en el Laboratorio
de Biologia Aplicada de la Universidad Francisco de Paula Santander; aunque por ahora, sélo
un grupo selecto y pequefio ha sido identificado molecularmente. Como lo mencionan Moreno
y Galvis (2013), la identificacion bioquimica no es una herramienta con la suficiente
especificidad para lograr una buena caracterizacién comparada con la identificacion molecular
que permite determinar un nivel interespecifico llegando a caracterizar incluso subespecies,
serovariedades, cepas en menor tiempo y de forma mas sencilla.

Es importante seguir investigando a nivel molecular las distintas cepas que ya han sido
caracterizadas como Pseudomonas potenciales diazétrofas, para comprobar el género al que
pertenecen y analizar cuéles de ellas presentan estos genes y qué rutas metabolicas siguen,
pues el uso de tecnologias moleculares que faciliten determinar si existen genes involucrados
en la fijacion de nitrégeno es una excelente alternativa, que reconoceria la aplicacion y
utilizacion adecuada de este recurso, ya que permite revelar la presencia de mecanismos
genéticos para mejorar su entendimiento y asi establecer una fijacion de nitrogeno eficiente,
ademas de la posibilidad de crear biofertilizantes a partir de estos microorganismos.

Con el uso de estas técnicas se esta logrando la relacion de dos grandes lineas de la
Biotecnologia; la investigacién en Genética y Biologia molecular para el desarrollo de
productos que beneficien el progreso de la Biotecnologia Agricola y Alimentaria. Asi mismo,
este proyecto de investigacion que analiza el principal gen involucrado en la fijacién biologica

de nitrogeno es el primero en desarrollarse en los laboratorios de la UFPS.



1.5 Objetivos del proyecto

1.5.1 Objetivo general.
Identificar molecularmente y analizar la presencia del gen nifH en 12 cepas bacterianas

conservadas en el banco de cepas del Laboratorio de Biologia Aplicada de la UFPS

1.5.2 Objetivos especificos.
e Evaluar la eficiencia de tres métodos de extraccién de ADN en bacterias
diazotroficas conservadas en el banco de cepas del LBA de la UFPS.
e Identificar filogenéticamente a partir de la secuenciacion del gen ARNr 16S, 12
cepas del banco de cepas del LBA de la UFPS.
e Determinar a través de técnicas moleculares el potencial de las cepas como

fijadoras de nitrogeno mediante la presencia del gen nifH.



2 Marco referencial

2.1 Antecedentes

Lovell, Piceno, Quattro, y Bagwell (2000), “Molecular analysis of diazotroph
diversity in the rhizosphere of the smooth cordgrass, Spartina alterniflora” (Estados
Unidos). Expresan que mediante las tecnologias moleculares se han podido establecer
meétodos que permiten conocer en forma precisa la diversidad genética de los diferentes
complejos del suelo donde pueden habitar las BFN y sus reportes han sido realizados gracias a
el ARNr 16S y los genes nif, caracter particular en todos los microorganismos fijadores de No.

Grageda, Diaz, Pefia & Vera, (2012) “Impacto de los biofertilizantes en la
agricultura” (México). Evidenciaron que la fijacion biologica de nitrogeno contribuye con
mas N, al crecimiento de las plantas, que la cantidad total de fertilizantes nitrogenados
aplicados a los cultivos. Alrededor de 1.75 x 10° ton N a™ se fijan biol6gicamente, lo que
equivale a un poco més de la produccion mundial de fertilizantes nitrogenados (8.9 x 10 ton
Na™).

Gaby y Buckley (2012) “A comprehensive evaluation of PCR primers to amplify
the nifH gene of nitrogenase” (Estados Unidos). Realizaron un extenso estudio en el que
analizaron 51 cebadores universales para la amplificacion de el gen nifH que se conoce que
uno de los genes mas estudiados por su intervencion en la FBN; de acuerdo a su posicion en
Azotobacter vinelandii, encontraron que s6lo 15 de ellos acertaron en el 90% de las secuencias
de nifH.

Valencia, Lozano & Valero, (2001) “Aislamiento y caracterizacién de fijadores

biologicos de nitrégeno asociados a caiia de aziicar panelera Colombia” (Cundinamarca),



aislaron bacterias diazotroficas asociadas a la rizésfera y a la parte interna de raiz y tallo de
plantas (end6fitos) provenientes de cafia de azlcar panelera (variedad POJ 2878), logrando la
identificacion de géneros de microorganismos como: Acetobacter sp, Azospirillum sp,
Azotobacter sp, Beijerinckia sp y Herbaspirillum sp, como resultado final se encontrd que
varios aislamientos presentaron alta actividad de nitrogenasa representando asi organismos
promisorios como biofertilizantes para el mejoramiento de los cultivos de cafa de azUcar,
dado su potencial como fijadores de nitrdgeno.

Melgarejo et al. (2002), “Aproximacién al estado actual de la bioprospeccion en
Colombia” (Cundinamarca). Menciona que CORPOICA es una de las entidades que ha
realizado mas investigacion en el rea; mediante un convenio tripartito suscrito con el
Ministerio de Agricultura y con el ICA, administra el Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Interés Agropecuario, el cual posee cerca de 4.500 accesiones; este
banco constituye uno de los mayores reservorios de diversidad de germoplasma microbiano
nativo a nivel nacional, donde estan incluidos microorganismos con interés en fitoproteccion,
biofertilizacion, nutricion y salud animal.

Jiménez (2007) “Caracterizacién molecular de cepas nativas colombianas de
Azotobacter spp. mediante el analisis de restriccion del DNA ribosomal 16S” (Boyaca). En
su investigacion indico que los aislamientos de A. venelandii, A. chroococcum. A. nigricans y
A. paspali pudieron ser realizado eficientemente, la caracterizacioén molecular demostro ser un
mecanismo trascendental para la identificacion de las bacterias diazotrofas importantes para la
agricultura.

Garrido (2007) “Aislamiento e identificacion de bacterias diazotréficas rizosféricas

y enddfitas asociadas a suelos y pastos del valle y sabana del Cesar en dos epocas
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climaticas” (Cesar). Aisld e identificd bacterias diazotroficas rizosféricas y endofitas
asociadas a suelos y pastos del Valle y Sabana del Cesar, realizé 352 aislamientos de las
muestras de suelo, de los cuales 51 aislamientos fueron caracterizados fenotipicamente; al
realizar la prueba de reduccién de acetileno (ARA), se seleccionaron once aislamientos con
mayor reduccion de acetileno y al ser caracterizados por medio del analisis de la secuencia
ARNr 16S se encontrd que los aislamientos pertenecen a los géneros Azospirillum y
Klebsiella.

Mantilla et al., (2009) “Distribucién de bacterias potencialmente fijadoras de
nitrégeno y su relacion con parametros fisicoquimicos en suelos con tres coberturas
vegetales en el sur de la Amazonia Colombiana” (Amazonas). En la evaluacion de la
distribucién y abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno realizada en la Amazonia
Colombiana, encontr6 que era mayor la abundancia de bacterias aerobias y microaerofilas en
suelos bajo cobertura de pastizal y cobertura de bosque. Las investigaciones que giran en
torno a la fijacion de nitrdgeno han generado importante reconocimiento sobre la diversidad y
potencial de los microorganismos en este ambito.

Martinez-Nieto & Garcia-Gonzalez (2010) “Bacterias diazotroficas y
solubilizadoras de fosforo aisladas de las especies forestales altoandinas colombianas
Weinmannia tomentosa y Escallonia myrtilloides” (Cundinamarca). Analizan la utilizacion
de especies nativas de microorganismos fijadores de nitrogeno beneficiosas para la
biofertilizacion de arboles autdctonos empleados para reforestacion, desarrollado por la
Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca (CAR).

Camelo, Vera, y Bonilla (2011), “Mecanismos de accién de las rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal” (Cundinamarca). Realizaron estudios sobre los
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mecanismos bioldgicos llevados a cabo por microorganismos, para tratar de mejorar el
rendimiento y el impacto ecoldgico de la agricultura de la region.

Otero (2011) “Aislamiento, seleccién e identificacion de actinomicetos, bacterias
fotosintéticas no sulfurosas y bacterias acido lacticas con potencial biofertilizante, a
partir de suelos asociados al cultivo de platano en la Costa Atlantica Colombiana”
(Cundinamarca). Comprobd la capacidad de fijacidn de nitrégeno de bacterias fotosintéticas
no sulfurantes y actinomicetos, mediante la amplificacion del gen nifH.

Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria [Corpoica] (2007), citada por
el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica [DANE] (2014) “Produccién
limpia de hortalizas, mas salud y bienestar” (Cundinamarca). Analiza que la mayoria de los
agricultores de hortalizas emplea gran variedad de productos quimicos para la preparacion del
suelo y el control fitosanitario, donde el principal problema de estos agentes es la toxicidad
que generan y el dafio a los ecosistemas.

Alvarez-Lopez, Osorio-Vega, Diaz-Goémez, & Marin-Montoya (2014)
“Caracterizacion bioquimica de microorganismos rizosféricos de plantas de vainilla con
potencial como biofertilizantes” (Antioquia). Analizaron microorganismos fijadores de
nitrégeno en plantas de vainilla y por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa
encontraron que ademas de pertenecer al género Pseudomonas, presentaron el gen nifH,
confirmando su potencial diazotréfico.

Montenegro, Ararat, & Betancur (2015) “Cachaza y carbonilla : residuos
agroindustriales con potencial de fertilizacién biologica nitrogenada” (Valle del Cauca).
Emplearon tres mezclas de residuos usados como biofertilizantes (Cachaza, carbonilla,

cascarilla de arroz, entre otros), de las que extrajeron ADN y posteriormente realizaron PCR
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para amplificar el gen nifH; observaron el fragmento en dos de las mezclas y concluyeron que
la presencia de carbono y humedad influyeron en la presencia de microorganismos diazotrofos
en dichas composiciones.

Ramirez (2015) “Técnicas moleculares y caracterizacion de rizobacterias (PGPR)
Bacillus amyloliquefaciens y Pseudomonas flurescens” (Cundinamarca). Es el Unico trabajo
de grado que menciona el trabajo con el gen nifH en la Universidad Francisco de Paula
Santander; sin embargo, la investigacion se realizé en Bogota y los resultados fueron
negativos para la amplificacién del gen.

Arguello-Navarro & Moreno-Rozo (2014), “Evaluacion del potencial biofertilizante
de bacterias diazdtrofas aisladas de suelos con cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)”
(Norte de Santander). En cuanto a biofertilizantes, el trabajo se ha enfocado especialmente
hacia algunas bacterias del suelo (Rhizobium y Bradyrhizobium) que realizan fijacion
biologica de nitrogeno y que lo hacen disponible para el desarrollo de plantas leguminosas,
jugando un papel importante en la recuperacion de suelos, en su trabajo aislaron e

identificaron microorganismos que poseen dicha capacidad.

2.2 Marco tedrico

2.2.1 Microorganismos importantes en la fijacion de nitrégeno

El nitrogeno (N,) es un nutriente esencial para las plantas, junto al carbono, el
hidrogeno y el oxigeno; mismos que ademas son importantes para los microorganismos y que
conforman la materia organica del suelo. Algunos de esos microorganismos, ya sea solos o en

asociacion con plantas, son capaces de extraer N, del aire y transformarlo para dejarlo
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disponible a animales y otras plantas; proceso que se conoce como fijacion bioldgica de
nitrégeno (FBN) (Orozco, 1999).

A lo largo de los afios, en diferentes estudios se han determinado los microorganismos
capaces de realizar FBN, entre los que se encuentran bacterias, algas verde-azules
(cianobacterias) y actinomicetos; éstos pueden actuar como microorganismos de vida libre o
en asociaciones simbioticas y no simbidticas (Mayz-Figueroa, 2004).

Referente a las bacterias de vida libre, son diversos los géneros que se han encontrado
con esta capacidad; entre las que se encuentran reportadas estan Beijerinckia, Clostridium
(Tortora, Funke & Case, 2007), Burkholderia, Klebsiella (Clavijo, Chipana, Centeno, Zufiiga
& Guillén, 2012), Gluconacetobacter y Azospirillum (Obando et al., 2010). Como resultado
de aislamiento, a partir de nddulos radiculares de Phaseolus vulgaris “frijol” se recuperaron
microorganismos de los géneros Rhizobium y Bradyrhyzobium (Villanueva & Quintana,
2012), generos que tambiéen fueron encontrados por Pefia y Reyes (2007) en la hortaliza
Lactuca sativa L. Por otro lado, Orozco-Jaramillo y Martinez-Nieto (2009) aislaron 62 cepas
fijadoras de nitrogeno de Pinus patula entre las cuales identificaron los géneros: Azotobacter,

Bacillus, Enterobacter y Pseudomonas.

2.2.2 Especies de Pseudomonas reportadas como fijadoras de nitrogeno

Pseudomonas es un genero de bacteria que se caracteriza por sus multiples beneficios
como promotora del crecimiento en plantas (PGPR), como lo han expuesto diversos estudios
(Ahmad et al., 2008; Ribeiro & Cardoso, 2012); por lo general acttia de forma indirecta
usando mecanismos como produccién de sideréforos y de forma directa con la solubilizacién

de fosforo, produccién de acido indol acético, (AlA) (Ahemad & Khan, 2012; Dey, Pal, Bhatt
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& Chauhan, 2004) y fijacion de nitrégeno. Esta Gltima es una capacidad que ha sido poco
estudiada en este microorganismo debido a que por mucho tiempo se creyd que era una
habilidad ausente en el género, incluso algunas posibles Pseudomonas fijadoras de nitrégeno
se han re-asignado a las a- y - Proteobacterias (Desnoues, et al., 2003). Segin Busquets, et
al. (2013), de las cepas reconocidas en este género por fijar nitrégeno algunas son miembros

de P. stutzeri y P. azotifigens.

2.2.3 Genes que participan en la fijacion de nitrégeno

La fijacion biologica de nitrdgeno es un proceso que requiere de mucha energia (16-24
ATP) y se lleva a cabo por una serie de reacciones quimicas, el esquema puede observarse en
la figura 1 La reduccion del N, a amoniaco se realiza mediante un complejo enzimatico que se
conoce como nitrogenasa; esta compuesto por dos unidades proteicas: el componente
reductasa o proteina Fe y el componente catalitico o proteina MoFe (Oldroyd & Dixon, 2014).
Tres clases de nitrogenasas homologas han sido reportadas: la de Molibdeno (Mo), la de
Vanadio (V) y la de hierro (Fe) (Seefeldt, Yang, Duval & Dean, 2013); la méas estudiada de
estas es la nitrogenasa Mo de Azotobacter vinelandii, que esta formada por una proteina Fe (o
nifH) y una proteina MoFe (0 nifKD) (Hu & Ribbe, 2013).

Debido a lo complejo de este mecanismo bioquimico, un gran nimero de genes son
necesarios para el ensamble y funcionamiento de la nitrogenasa y son conocidos como genes
nif (de nitrogen fixation), estos se mencionan con detalle en la tabla 1 (Oldroyd & Dixon,
2014). La estructura de la nitrogenasa de Klebsiella pneumoniae y los 20 genes que la

conforman estan representados en la Figura 2, en donde ademas se puede apreciar que los
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genes de la estructura de la nitrogenasa (nifH, nifD y nifK) estan coloreados de acuerdo a la

estructura “de cristal” mostrada en (b).

| 16 ATP | 16 ADP + P;
N> + 8H" + 8e° 2NHs + H»
N=N
4H
H2
N=N
2H*
HoN-NH
2H*
H3N + NH3

Figura 1. Reacciones quimicas que suceden en la fijacion bioldgica de nitrogeno.
Fuente: Fuentes & Massol-Deya (2002).

Los demas genes estan codificados en colores de acuerdo a sus funciones: rojo oscuro,
maduracion de la proteina Fe (nifM); azul claro, biosintesis del coFeMo (nifY, nifE, nifN,
nifX, nifV, nifB, nifQ); amarillo, biosintesis del cluster Fe-S (nifU, nifS, nifZ); verde,
transporte de electrones (nifd, nifF); naranja, regulacion transcripcional (nifL, nifA); gris,
funciones desconocidas (nifT, nifW). En la parte (b) de la Figura 2, se ve la estructura del
complejo enzimatico de la nitrogenasa mostrando los componentes proteicos MoFe y Fe, con
los tres metaloclusters sefialados en la mitad izquierda del complejo (abreviado como F,
[4Fe4S]; P, complejo P y M, co-FeMo, respectivamente). La hidrdlisis de ATP por la proteina
Fe, la ruta de transferencia del electron al sitio catalitico y la reaccion enzimatica también son

ilustradas en la mitad izquierda de la estructura. Por ultimo en (c) se observa la estructura de
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los tres metaloclusters en la nitrogenasa. Los genes requeridos para la biosintesis de cada
complejo se ilustran debajo.

Por otro lado, si bien los genes son comunes en la mayoria de los sistemas, su
organizacion, contenido y regulacion son diferentes entre géneros; en la figura 3 se puede
apreciar una comparacion entre la organizacién de los genes nif de la cepa A1501 de
Pseudomonas stutzeri con los de las cepas AVOP de Azotobacter vinelandii, BH72 de

Azoarcus sp, M5al de Klebisella pneumoniae y Sp7 de Azospirillum brasilense.

“@ PD BDBB vsD:pi DD PP

Fe protein MoFe protein Fe protein
r T

N2+ 8H* 7o
TP

ADP < \

[4FedS] P-cluster

. S 5 ¥

o B A4 Ay
V4
By BWD

Current Opinion in Biotechnology

Figura 2. Estructura de la nitrogenasa y los genes requeridos para su biosintesis. (Descripcion en
el texto).
Fuente: Oldroyd & Dixon (2014)
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Figura 3. Representacion esquematica de la agrupacion de genes nif de P. Stutzeri A1501 en
comparacion con los grupos nif Syntenic de A. vinelandii AVOP, K. pneumoniae M5A1,
Azoarcus sp BH72, y A. brasilense Sp7.

Las lineas de conexion indican grupos de genes ortélogos con alta homologia a nivel de proteinas. Segmentos de
idéntico color indican ortélogos. Las cajas abiertas representan nuevos genes de funcién desconocida fuera o

dentro de grupos de genes nif. Cufias rojas indican la ubicacién de los genes adicionales. Fuente: Yan et al.
(2008)
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Tabla 1 Genes nif y su funcion en el complejo nitrogenasa

Gen (nif) Funcion
Reductasa dinitrogenasa (proteina Fe): dimero a, centro Fe;S,.
H Mudltiples roles: catélisis, sintesis de FeMo-co, insercion de FeMo-
co, regulacion de los sistemas vnf, anf.
Dinitrogenasa (proteina MoFe); tetramero a,f,, contiene 2 FeMo-co
KD 2 ‘P’ cluster tetrameros. Reduccion de sustrato.
Piruvato flavodoxina oxidorreductasa; dimero a,, centro FeS. Dona
’ electrones al flavodoxin
F Flavodoxina; dona electrones a la reductasa dinitrogenasa.
A Regulacion positiva
L Regulacion negativa
Q Incorporacion del molibdeno a la nitrogenasa
Biosintesis de FeMo-co. Proteina FeS oxigeno-labil. Unido a la
8 membrana en Klebsiella pneumoniae.
Biosintesis de FeMo-co; tetramero a3, con significado similar a
NE nifKD. Proteina FeS oxigeno-labil
\ Biosintesis de FeMo-co sintasa homocitrato.
S-tranferasa dependiente de cisteina; Desulfurasa cisteina
> homodimérico, activacion S en la sintesis grupo metalo.
M Se requiere para procesar nifH.
Y Ataca la apodinitrogenasa para permitir la insercion del FeMo-co.
Z Activacion y maduracion de la proteina FeMo.
Maduracion y activacién; proteccion del oxigeno de la proteina
W FeMo.
U Procesamiento de la proteina FeMo.
X Biosintesis del FeMo-co. Regulacion negativa.
T Maduracion de la nitrogenasa.

Fuente: La informacion para construir la tabla fue tomada de Ludden (1993) y Castilllo (2005).
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2.2.4 Mecanismos moleculares de identificacion bacteriana

Los andlisis moleculares en la actualidad estan bien establecidos y entre los méas
utilizados se encuentran la identificacion mediante el gen ADN ribosomal ARNr 16S, la PCR
y la secuenciacion (Griffiths et al., 2000). El gen ADN ribosomal ARNr 16S es un gen que
codifica para el polirribonucle6tido ARNr 16S, que indica conservacion; es una diana muy
empleada para identificar bacterias y tiene un tamafio de 1500 pb (pares de bases)
aproximadamente (Bou, Fernandez-Olmos, Garcia, Sdez-Nieto & Valdezate, 2011).

Por otro lado, la reaccion en cadena de la polimerasa, es una importante técnica que
permite amplificar un pequefio fragmento de ADN y obtener millones de copias; normalmente
se emplean diferentes temperaturas y varias repeticiones que van a simular procesos naturales
como la desnaturalizacion de la doble hélice, la union de los cebadores y la sintesis de la
cadena complementaria utilizando la enzima ADN polimerasa (Serrato, Flores, Aportela &
Sierra, 2014).

Otra importante técnica molecular es la secuenciacion. Hace aproximadamente 40 afios
se desarrollaron dos procesos: la secuenciacion quimica y la secuenciacién enzimatica, pero
en la actualidad ya se empieza a hablar de la secuenciacién masiva. Para el caso de la
secuenciacion enzimatica, esta consiste en parar de forma controlada la replicacion del ADN
in vitro. Luego se hace una PCR del fragmento que se desea secuenciar pero utilizando sélo
un cebador y se adicionan dideoxinucleétidos (ddNTPs) que carecen del grupo hidroxilo en el
extremo 3" y estan marcados con radiactividad o con fluor6foros. Cuando se incorpora un
dideoxinucle6tido a la cadena en elongacion, se termina su amplificacion, asi al final, se

tienen fragmentos de diferente longitud y cada uno termina en un ddNTP. Los fragmentos que
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se obtienen, se separan y analizan por medio de electroforesis (Méarquez, Serrato & Cerritos,

2014).

2.3 Marco legal

LEY 100 ARTICULO 245/1993. Congreso de la Repblica de Colombia. El cual tiene
como objeto la ejecucion de las politicas del INVIMA en materia de vigilancia sanitaria y
control de calidad de medicamentos, alimentos, productos biolégicos. Y aquellos productos
generados por biotecnologia.

RESOLUCION 1115 de 2000. Ministerio del Medio Ambiente. Por medio de la cual
se determina el procedimiento para el registro de colecciones biologicas con fines de
investigacion cientifica.

DECRETO XX DEL XX DE 2011. Por el cual se reglamenta el acceso a los recursos
genéticos, sus productos derivados, los conocimientos tradicionales asociados y la distribucion
justa y equitativa de beneficios derivados de su utilizacién y se dictan otras disposiciones.

DECRETO 1375 DE 2013. Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible. Por el cual

se reglamentan las colecciones bioldgicas.

2.4 Hipotesis de investigacion
Las 12 cepas evaluadas, segun identificacién molecular, pertenecen al género

Pseudomonas Yy algunas de ellas presentan el gen nifH.
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3 Disefio metodoldgico

3.1 Tipo de investigacion

La investigacion que se desarrollé fue de tipo cuasi-experimental ya que se utilizaron
técnicas de laboratorio para extraer ADN de microorganismos, compararlos y escoger el
mejor; ademas de la evaluacion de cebadores en el proceso de PCR modificando las

concentraciones los reactivos para posterior secuenciacion.

3.2 Universo y muestra

3.2.1 Universo

Para este proyecto la poblacion fue finita y accesible y corresponde a 12 cepas que se
caracterizaron bioguimicamente como Pseudomonas sp fluorescentes que se encuentran
conservadas en el banco de cepas del Laboratorio de Investigacion en Biologia Aplicada

UFPS.

3.2.2 Muestra

Para el proceso de comparacion de protocolos de ADN se empled un muestreo
probabilistico sistematico debido a que las bacterias objeto de estudio se encuentran ordenadas
y numeradas en el banco de cepas (Lagares & Puerto, 2001), en donde se escogieron solo tres
de ellas para comparar los métodos de extraccion de ADN. Segun esto, la poblacién (N) es 12,

mientras que la muestra deseada (n) es 3, por lo tanto el factor de elevacion (v = N/n) es 4.



Se eligié como primera muestra la cepa RZH133, por lo que la segunda fue RZH137 y la

tercera RZH141, quedando definida la muestra (Sampieri, Ferndndez, & Baptista, 2015).

3.3 Variables

3.3.1 Variables independientes.

Los métodos de extraccion de ADN, los protocolos de PCR, los cebadores que se

utilizaron para la secuenciacion del gen ARNr 16S y los cebadores empleados para la

amplificacion del gen nifH

3.3.2 Variables dependientes.

Las 12 bacterias que se evaluaron en la investigacion

3.4 Operacionalizacion de las variables

Para el analisis de las variables se realizaran diferentes experimentos; los métodos de
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extraccion se realizaran sélo para la muestra y el método mas eficiente se aplicara a las

12 bacterias. En los protocolos de PCR se realizaran 10 ensayos con los cebadores para

secuenciacién del gen ARNr 16S y diferentes ensayos con los cebadores para

amplificacion del gen nifH dependiendo del grupo analizado.
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3.5 Fases de la investigacion

3.5.1 Reactivacion de las cepas.

Las cepas utilizadas en este proyecto fueron aisladas de diferentes cultivos de
hortalizas de Villa del Rosario, Norte de Santander; fueron caracterizadas fisioldgicamente
como PGPR’s y bioquimicamente como Pseudomonas sp fluorescentes. Estas bacterias se
encontraban conservadas en solucién salina a 4°C en el banco de cepas del Laboratorio de
Biologia Aplicada de la UFPS y estaban enumeradas mediante codigos establecidos por el
laboratorio, que van de RZH133 hasta RZH144 en orden consecutivo. Para reactivarlas, se
tomo un tubo de cada cepa, se inoculd en caldo DYGS y se incubo en agitacion constante de
120 rpma 37°C por 24 horas, después de este periodo se realizaron pases del caldo a cajas con
medio King B para observar fluorescencia y se realizé tincion de Gram para asegurar la

pureza de los cultivos.

3.5.2 Comparacion de méetodos de extraccion de ADN.

3.5.2.1 Protocolo modificado de Reinhardt et al. (2008): Se cultivaron los microorganismos
en caldo Luria-Bertani (LB) a 30°C durante 18h, se extrajo 10 mL y se centrifugé a
4180 g durante 20 min. Las células precipitadas luego se re-suspendieron en 1 mL de
TE-lisozima (50 mM Tris, pH 8,0; 50 mM EDTA, 1 mg / mL de lisozima) y se
incubaron durante 30 min a 37°C, posteriormente se adicionaron 2,5 mL de buffer de
extraccion (100 mM Tris, pH 8,0; 100 mM EDTA, 1,5 M NaCl, 1% CTAB) y 12 uL
de proteinasa K (20 mg/mL) e incubaron por 1h a 37°C. Después se afiadio 250 uL

de SDS al 20% y 150 pL de acetato de potasio (CH3CO,K) 5M y se incub6 a 65°C



3.5.2.2
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durante 20 min. Pasado este tiempo, se adiciond 3 mL de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), se centrifugd por 35 min/4180 g, se repitieron los 2 pasos
anteriores y se precipité el ADN con 6 mL de isopropanol. Se centrifugd a 1050 g/10
min, se descartd el sobrenadante y luego se lavo el precipitado con 700 uL de etanol
al 70%; se centrifugd nuevamente a 1050 g/10 min y el pellet se resuspendi6 en 300
pL de tris-HCI 10mM y EDTA 0.1M (pH 8.0) y 1,2 pL de RNasa (10mg/mL), esto
se transfirié a un tubo eppendorf y se incubé por 1h a 37°C; posteriormente se
precipité el ADN con 9 uL de Acetato de Sodio (CH3;COONa) 3 mM y 600 pL de
etanol frio al 70%, se centrifugd a 10000 g por 3 min, se lavo nuevamente con etanol
al 70%, se centrifugo a 10000 g, se descarto el etanol, se dejo secar y se re-suspendio

en 100 pL de buffer TE. Se almacené a -20°C.

Protocolo modificado de Falcén & Valera (2007): Se obtuvo un cultivo nuevo de
bacterias y se colocd 1 mL en un microtubo de 1.5 mL, se centrifug6 a 8000 g por 5
min y se descarto el sobrenadante, las células se re-suspendieron en 0.5 mL de
sulfato de magnesio 10 mM. Se centrifug6 a 4500 g por 3 minutos, se elimino el
sobrenadante, se resuspendio en 300 uL de buffer Tris HCI 0.1M pH 8 y se adiciond
40 pL de lisozima (20 mg/mL) y 5uL de RNasa (7000 U/mL). Se incubé a 37°C por
5 min, posteriormente a -20°C durante 10 min y finalmente a 65°C durante 10 min,
entre cada incubacidn, se mezcld vigorosamente. Se agrego 20 uL de proteinasa K
(20 mg/mL) y se incub6 a 70°C durante 10 min, durante la incubacién se invirtio
manualmente 5-10 veces. Se centrifugd a 8000 g durante 2 min, se recuperd el

sobrenadante (aprox. 250 uL) y se transfirid a un tubo nuevo en el que se adiciond
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150 uL de isopropanol absoluto frio (a -20° C), se incubd a -20°C durante 30 min y
después se centrifugd a 12000 g durante 3 min. Se elimino perfectamente el
sobrenadante, se limpi6 el pellet con 300 pL de etanol al 70% y se agitd brevemente
con vortex. Se centrifugd a 10000 g por 3 min y luego se elimind perfectamente el
alcohol. Se secé perfectamente el pellet a 65°C por 5 min y se re-suspendi6 en 100

uL de buffer Tris-HCI 10mM - EDTA 0.1M (pH 8.0) estéril.

3.5.2.3 Extraccion de ADN segun el kit Isolate 11 Genomic DNA: Los microorganismos se
cultivaron en caldo LB en las mismas condiciones que en los métodos anteriores y se
siguieron las instrucciones del manual para la extraccion de material genético de
bacterias, consignadas en las paginas 9-10 (Bioline®). Se realiz6 una pre-lisis y lisis
de las células, posteriormente se procesd la muestra en columnas de spin con

membrana de silica y se precipitd el ADN para conservarlo a -20°C.

3.5.3 Visualizacion y cuantificacion del ADN

La integridad del ADN obtenido se verificd mediante electroforesis en geles de
agarosa 0.8%, con Bromuro de etidio (0.25ug/mL), a 120V por 40 min en tampdn
0.5X TBE [50 mL TBE 10X (Tris base 0.89M, acido borico 0.89M y EDTA pH 8
20mM) en 950 mL de agua destilada]. Para determinar la calidad y concentracion, las
muestras se diluyeron 1:300 en buffer TE a un volumen final de 1500 uL, cada una por
duplicado y se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 260/280 nm en un
espectrofotometro BIOMATE 3S UV-Visible de Thermo Scientific; finalmente se

calcularon los promedios de cada cepa y de cada método de extraccion.



26

3.5.4 Amplificacion del gen ARNr 16S.

Para la amplificacion del gen ARNr 16S, se analizaron los cebadoress 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (Rohwer,
Breitbart, Jara, Azam & Knowlton, 2001) y los cebadoress Bact Forward
(GATCCTGGCTCAGGATGAAC) y Bact Reverse (GGACTACCAGGGTATCTAATC)
(Solano, 2010). Se realizaron diferentes ensayos para cada grupo de cebadores y cada uno de
ellos contenia 1x Buffer de reaccion, 200 uM desoxirribonucledtidos trifosfato [dNTP’s] y 2
mM MgCl, excepto P3 que fue de 1.5 mM; ademas, se emple6 1.25U Taqg DNA Polimerasa
para los cebadores 27F/1492R y 1U de enzima para los cebadores Bact. Se evaluaron
diferentes cantidades de cebadoress y ADN como se muestra en la tabla 2, con un volumen
final de 25 pL. La amplificacion se realizé en un termociclador Multigene Optimax (Labnet) y
las condiciones fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial 94°Cpor 5 min, 30 ciclos de
desnaturalizacion 94°C por 30s, alineamiento 57°C por 45s, extension 72°C por 90s y 1 ciclo
de extension final 72°C por 7 min para el conjunto 27F/1492R y 1 ciclo de desnaturalizacién
inicial 94°Cpor 2 min, 30 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 1min, alineamiento 56°C por
1min, extension 72°C por 1 min y 1 ciclo de extension final 72°C por 5 min para el conjunto
Bact. Para la prueba inicial s6lo se manejo la cepa RZH133 debido a la cantidad de reactivos y
posteriormente se aplicé a las 12 bacterias.

Los fragmentos obtenidos se visualizaron en gel de agarosa 2% con 0.25 pug/mL de
Bromuro de etidio en buffer TBE 0.5X, corrido a 60V por 180 min. Para determinar el tamafio
de las bandas se utilizaron dos marcadores de peso molecular, HyperLadder™ 100 bp

(Bioline) y Ready to use 100 bp DNA Ladder (Biotium).
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Tabla 2 Condiciones de los ensayos de PCR para amplificacion del gen ARNr 16S

Conjunto de cebadores Ensayo Cebadoress ADN (uL)

[LM]
27F/1492R P1 0.2 0.5
P2 0.2 1
P3 0.5 0.5
P4 0.5 0.5
P5 0.5 1
P6 1 0.5
BactF/BactR Bl 0.3 0.5
B2 0.3 1
B3 0.5 0.5
B4 0.5 1

3.5.5 Secuenciacion del gen ARNr 16S
Se realiz6 PCR para amplificar el gen ARNr 16S en las 12 bacterias de estudio,
siguiendo las condiciones ya mencionadas a un volumen final de 50 pL, las muestras fueron

embaladas y enviadas a la corporacién CorpoGen para su secuenciacion.

3.5.6 Anadlisis de secuencias y construccion del arbol filogenético

Las secuencias obtenidas se editaron mediante el programa DNA baser version 4.3
(Heracle BioSoft, 2013), en el cual se crearon las secuencias consenso Yy los resultados se
analizaron mediante BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), de The European Bioinformatics

Institute (http://www.ebi.ac.uk/) y de DNA Data Bank of Japan
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(http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html). Para la construccion del arbol filogenético se
obtuvieron del Genbank secuencias ARNr 16S de especies bacterianas relacionadas
taxonémicamente a los microorganismos estudiados y como grupo externo se incluyo a E. coli
(JN180970) que corresponde a una especie alejada taxonémicamente del grupo de
microorganismos evaluados. Las secuencias se alinearon usando CLUSTALW del programa
MEGAG6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski & Kumar, 2013) y la construccion de la
filogenia molecular se realiz6 usando el test Neighbor-Joining (NJ) con el método p-distance

con 1000 repeticiones bootstrap.

3.5.7 Amplificacion de fragmentos del gen nifH

Se evaluo la efectividad de amplificacion de 5 pares de cebadores (tabla 3). Se realizo
una primera prueba para cada grupo a un volumen final de 25 uL, que contenia Buffer de
reaccion 1x, ANTP’s 0.2 mM, 1U de Taq polimerasa para los grupos 1y 2, 1.25U para los
restantes. La desnaturalizacion inicial se realiz6 a 94 °C por 5 min, mientras que la extension
final fue a 72 °C por 7 min. Las concentraciones de los demas reactivos y las condiciones de
amplificacion se encuentran consignadas en la tabla 4.

Para los ensayos se utilizaron las cepas RZH133, RZH134, RZH135, como referencia
las cepas AS7 y AS9 identificadas bioquimicamente como Azospirillum, donadas por el
Laboratorio de Biologia Aplicada de la UFPS. Los fragmentos amplificados se visualizaron de
acuerdo al proceso ya descrito y se analizaron en un fotodocumentador MiniBis Pro (DNR

Bio-Imaging Systems, Israel).
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Grupo de Nombre Secuencia cebador (5- 3") Tamafio del Referencia
cebadores cebador fragmento
(pb)
. GCIWTITAYGGNAARGGNGG Widmer et al,
nifH19F 1999
1 . ATRTTRTTNGCNGCRTA 476 Zani et al,
nifH3 2000
Nh21E GCIWTYTAYGGNAARGG ;)Ieszlcl)%%e et
2 . ATRTTRTTNGCNGCRTA 476 Zani et al,
nifH3 2000
£l TAYGGNAARGGNGGNATYGGNAA Marusina et
RTC al., 2001
3 ADNGCCATCATYCTNCC 451 Zehr &
nifH-r McReynolds,
1989
TGCGAYCCSAARGCBGACTC
PolF
Poly et al,
4 362 2001
PolIR ATSGCCATCATYTCRCCGGA
: nifH-g1-f GGTTGTGACCCGAAAGCTGA 471 Birgmann et
nifH-gl-r  GCGTACATGGCCALTCATCTC al, 2004

Posteriormente se seleccion6 un ensayo para cada grupo de cebadores y se realizo la

amplificacion para las 12 cepas estudiadas, segun las condiciones ya establecidas. Los

amplicones obtenidos se observaron en gel de agarosa 1.5% con Bromuro de etidio 0.25

png/mL y la electroforesis se corrié a 60 V/ 150 min. Las imagenes se analizaron en el

fotodocumentador ya mencionado.
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Ensayo MgCl,  Cebador ADN Temperaturas y tiempo de PCR NUmero
[mM] [UM] [uL] Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion de ciclos

NI 2 1 05

N2 2 1 1

N3 2 2 05

N4 2 2 1

N5 2 3 05

N6 2 3 1

N7 3 1 05

NS 3 1 1

|l|\|190 g g 0";’ 94°C/45s 48°C/60s 72°C/60s 28
N11 3 3 05

N12 3 3 1

N13 4 1 05

N14 4 1 1

N15 4 2 05

N16 4 2 1

N17 4 3 05

N18 4 3 1

H1 15 05 05

H2 15 05 1

H3 25 05 05

Eg ig O'f o.é 94°C/45s 46°C/45s 72°C/30s 28
H6 15 1 1

H7 25 1 05

H8 25 1 1

R1 15 1 1

gg 1'2 i 1 94°C/60s 57°C/60s 72°C/90s 30
R4 2 2 1

g% 1.2 1 1 94°C/30s 56°C/60s 72°C/45s 30
L1 15 05 05

L2 15 05 1

L3 15 1 05

::g 12 % o.é 94°C/60s 55°C/60s 72°C/60s 30
L6 15 3 1

L7 2 05 05

L8 2 05 1

Nota: Las letras representan los grupos de cebadores como sigue; N, grupo 1; H, grupo 2; R, grupo 3; L, grupo 4

y G, grupo 5.
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4 Discusion y Anédlisis de Resultados

4.1 Reactivacion de las cepas

Se reactivaron 12cepas en caldo DY Gs y posteriormente se sembraron en medio King
B, en donde se pudo determinar la viabilidad y también la fluorescencia de cada cepa cuando
se observaron bajo luz ultravioleta; ademas se confirmo la pureza de las bacterias al realizar
tincién de Gram y observar bacilos Gram (-) (Anexo 1); estos son algunos de los distintivos

que caracterizan a las Pseudomonas fluorescentes (Moore et al., 2006).

4.2 Comparacion de métodos de extraccion de ADN

Se realiz6 extraccion de ADN genomico de las cepas RZH133 (1), RZH137 (2) y
RZH141 (3) comparando tres métodos diferentes, con todos los protocolos fue posible la
obtencién de ADN aunque con diferentes caracteristicas (figura 4). Las muestras de la
extraccion realizada con el kit Isolate 11 Genomic DNA (representadas con la letra K),
constituyen material genético integro; mientras que para la extraccion segun Reinhardt (2008)
(letra R) se observo en la electroforesis barridos de ADN para la cepa RZH137 y en el
protocolo segln Falcon y Valera (2007) (letra F), las tres muestras resultaron con barrido;
como lo sefialan Alejos, Aragon, & Cornejo (2014), estos barridos indican que las muestras
resultaron fragmentadas durante el proceso de extraccion.

El género de Pseudomonas es conocido por la produccion de exopolisacaridos, que son
compuestos de gran interés biotecnoldgico y estan relacionados a diversos mecanismos
(defensa, deshidratacion, patogenicidad, entre otros) de los microorganismos (Alanis &

Guerrero, 2004). EI comportamiento distintivo de la cepa RZH137 se puede atribuir a una
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gran produccién de estos polisacaridos, ya que como aseguran Iglesias et al. (2008), la
produccion de estos compuestos representa elevada dificultad a la hora de extraer los acidos
nucleicos; esto se observo en los ensayos segun Reinhardt (2008) y segin Falcon y Valera
(2007), pues las muestras se tornaban viscosas en la separacion de los componentes celulares.
Por el contrario, cuando se utilizo el kit Isolate 11 Genomic ADN este problema no se
presentd, puesto que uno de los pasos mas importantes del protocolo consistio en pasar las

muestras por tubos de spin con membranas de poros que solo permitieron el paso del ADN.

KIT BIOLINE PROTOCOLOR PROTOCOLOF

Figura 4. Comparacion de los métodos de extraccion evaluados. 133: RZH133, 137: RZH137,
141: RZH141, Protocolo R: segun Reinhardt et al y Protocolo F: segun Falcén y Valera.
En cuanto a la proporcion de Absorbancias 260/280 nm arrojadas por el
espectrofotometro (figura 5), se aprecia que en los métodos R y F, todos los valores se
encuentran dentro del rango 1.8-2.0 que indica un ADN puro libre de proteinas y

contaminacién; mientras que para el protocolo K, sélo la cepa RZH141 se encontro en este
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rango y en las otras dos se obtuvieron valores ligeramente por encima de 2, lo que significa
presencia de ARN (Devereux & Wilkinson, 2004; Romani, Artigas, Camacho, Graca &
Pascoal, 2009); esto se sustenta en que en este procedimiento no se empled RNAsa para su
eliminacion y se ve reflejado en el ensayo de espectrofotometria. Se aclara que en el manual
del fabricante se recomienda el uso de esta enzima si se desea un ADN libre de ARN pero no

viene incluido en el kit.
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Figura 5. Comparacion de la pureza del ADN por la relacién de absorbancias 260/280 nm.
Las letras K, R y F representan los métodos de extraccién por kit, segun Reinhardt y segin
Falcon y Valera, respectivamente.

Ademas, de acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis por espectrofotometria, la
concentracion obtenida en las muestras RZH137 Y RZH141 en el protocolo Ry la
concentracion de todas las muestras en el protocolo F fue superior respecto al Kit, con una

diferencia significativa nuevamente para la cepa RZH137 (figura 6), en donde cabe mencionar

que se obtuvieron concentraciones de 705 y 1065 pug/mL para F y F, respectivamente.
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Segun las casa comercial de Bioline (http://www.bioline.com/us/isolate-ii-genomic-
dna-kit.html), las muestras que se obtienen al utilizar el kit de extraccion son de alta calidad y
la concentracion obtenida supera los 35 g, estos son datos que se pudieron confirmar en esta
investigacion; también anuncian que la pureza debe estar representada con valores entre 1.7-
1.9, lo que difiere con los datos obtenidos. Aun asi, en investigaciones previas realizadas por
Caprar, Cantor, Sicora, Copaci & Sicora (2014), se evalu6 este método y se obtuvieron
concentraciones en un rango de 74.5-112.5 pg/mL, en cuanto a pureza el rango en la relacion
de absorbancias fue de 1.9-2.1; lo que presenta una mayor concordancia con los resultados

conseguidos.
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Figura 6. Comparacion de las concentraciones de ADN mediante espectrofotometria. Las
letras K, R y F representan los métodos de extraccion por Kit, segun Reinhardt y segin Falcon
y Valera, respectivamente.

Por otra parte, como reportan Iglesias, Luna, & Lopez (2003), quienes evaluaron un
protocolo similar al de Reinhardt, las muestras obtenidas mediante esta técnica fueron de muy

buena calidad, basandose en los resultados obtenidos en la relacién de absorbancias (260/280

nm) en la que obtuvieron un valor de 1.7; mientras que Borges et al. (2009) analizaron en este
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protocolo, que las muestras al visualizarse mediante electroforesis presentaron gran cantidad
de ADN pero se observaron barridos, concluyendo la impureza de las extracciones; ambos
resultados coinciden con los de este estudio.

En cuanto al procedimiento propuesto por Falcon y Valera (2007), los autores sefialan
que en sus experimentos se ha logrado tener grandes cantidades de ADN pero con la
desventaja de que para algunos organismos se pueden presentar impurezas representadas en
una muestra fragmentada, lo que concuerda con los resultados de la presente investigacion.

Igualmente, para la seleccion del método de extraccion se tuvo en cuenta el tiempo en
que se desarrollo cada protocolo y el rendimiento que se obtuvo a partir del volumen inicial
(tabla 5). De acuerdo a esto, el método K sélo tomo 4.5h en desarrollarse, es decir que fue un
procedimiento rapido y sencillo, en comparacion al método R que demandé por poco el doble
de tiempo para realizarse, mientras que el protocolo F se encontro en un tiempo intermedio.
En el caso del rendimiento por mililitro de partida, basado en los resultados de los analisis por
espectrofotometria, el mayor resultado se evidencio para el método F el cual fue
aproximadamente 5y 10 veces mayor que los métodos K y R respectivamente. En la tabla 5
se consignaron también los promedios de la proporcion Abs 260/280 nm y los promedios de
concentracion para cada método evaluado.

Teniendo en cuenta todos los aspectos evaluados, el protocolo que se destaco por sus
resultados en los ensayos de espectrofotometria fue el propuesto por Falcon y Valera (2007);
sin embargo, se determind que la extraccion de ADN mediante el kit comercial, era el mas
viable para obtener el ADN gendmico de las 12 cepas a evaluar; ya que ademas de
desarrollarse en corto tiempo, tener una pureza de valores aceptables y generar una buena

concentracion de ADN, presentd muestras integras y dicho factor fue decisivo para su
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eleccidn, siendo relevante destacar que no se observd este distintivo en los demas protocolos
evaluados; este Gltimo parametro de ADN de buena calidad como lo afirman Clemente
(2002) y Alejos et al. (2014), es fundamental si se desean datos confiables en técnicas
posteriores como la PCR y la secuenciacion, mientras que con un ADN fraccionado o

contaminado es posible que no se logre la amplificacion de los fragmentos deseados.

Tabla 5. Comparacion de pureza y concentracion de ADN, tiempo empleado y el rendimiento
obtenido entre los protocolos evaluados

Zf(‘:;[gg;gr? Promedio Promedio Tiempo_ de Relgc[J)llr\r: /'ﬁ]nlfo dg“g
Ab260/Ab280 [Hg/mL ] extraccion .

partida)

Kit Isolate I

Genomic DNA 2.0292 103.75 4.5h 103.75

Modificado de

Reinhardt et al. 1.9025 342.50 8h 34.25

(2008)

Modificado de

Falcon & Valera 1.9415 571.25 6h 571.25

(2007)

4.3  Amplificacion del gen ARNr 16S

Se realizaron 6 ensayos con concentraciones diferentes de cebadores y cantidad de
ADN, para el grupo de cebadoress 27F/1492R; mientras que para el grupo BactF/BactR se
realizaron 4. Los amplicones obtenidos para cada ensayo reflejaron el tamafio esperado al ser
observados en gel de agarosa (Figura 7); las bandas fueron de aproximadamente 1450 pb para
los cebadores 27F/1492R y de aproximadamente 750 pb para los cebadores BactF/BactR.

En los ensayos P1 y P2 se observaron bandas muy débiles que posiblemente se
relacionan con la baja concentracién de iniciadores que se empled en ambas pruebas, debido a

que esta condicién puede ocasionar que la reaccidn tenga un bajo rendimiento (Cultek, 2006).
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Asi mismo se observa en el ensayo P5, en el que se infiere que la cantidad de ADN no era

adecuada para esa concentracion de cebadores.

M P1 P2 P3 P4 P5 P6 Bl B2 B3 B4 M

1450 bp

780 bp

Figura 7. Ensayos con los cebadoress universales 27F/1492R y BactF/BactR. M: marcador de
peso molecular

En los ensayos P3, P4 y P6 se observo una buena amplificacion del fragmento, con un
menor rendimiento de la prueba P3 comparada con las otras dos. Ademas, al comparar P4 y
P6 se observa similar producto con un ligero barrido en la prueba P4; estos hechos se atribuye
a la relacidn entre la concentracion de MgCl, y la concentracidn de cebadoress, puesto que en
P3 la relacion fue de 1.5 mM/0.5 uM, y al aumentar el MgCl, en P4 (2 mM/0.5 uM) donde se
esperaba mejor rendimiento, este resultado es posible que se causara amplificaciones
inespecificas que se vieron reflejados en un tenue barrido (Bolivar, Rojas & Garcia-lugo,
2014); por otro lado, en el ensayo P6 se observé un producto de PCR de mejor calidad, esto se

logroé al utilizar una relacién eficiente de 2 mM/1 uM en las concentraciones de MgCl, y
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cebadores, respectivamente (Cultek, 2006; Devereux & Wilkinson, 2004; Martnez & Silva,
2004)

En contraste, para el grupo de iniciadores BactF/BactR, de los 4 ensayos analizados
solo B3 se observé con calidad aceptable para una posterior secuenciacion, ya que en B1, B2
y B4 se apreciaron pequefos barridos e incluso tenues dimeros en B1 y B2. Resultados
similares obtuvo Solano (2010) al emplear estos cebadoress, puesto que detectd impurezas al
visualizar los amplicones en el gel de agarosa y fue necesario que realizara purificacion de los
productos antes de ser llevados a secuenciacion.

Al comparar los resultados de los grupos de cebadores, se escogio el ensayo P6 del
conjunto 27F/1492R para replicarlo en las 12 bacterias objeto de estudio (figura 8) en un
volumen final de 50 pL y los productos obtenidos se enviaron a CorpoGen para ser
secuenciados. Como lo mencionan diferentes estudios (Devereux & Wilkinson, 2004; Mao,
Zhou, Chen & Quan, 2012), el grupo de iniciadores de uso mas comun para amplificar casi

toda la longitud del gen ARNr 16S es 27F/1492R.

4.4 ldentificacion molecular

La secuenciacion se realizo utilizando el cebador forward y el reverse, por lo que se
obtuvieron dos secuencias para cada cepa (Anexo 2), por esto se editaron y se cred una
secuencia consenso para cada bacteria. La importancia de este paso radica en que se evita la
formacidn de falsos polimorfismos y ademas se logra alcanzar mayor longitud de la secuencia
cuando se trabaja con fragmentos de mas de 700 bp (Marquez et al., 2014) Después de

comparar las secuencias consenso en las bases de dato de EBI, NCBI y DDBJ, se comprobd
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que las 12 bacterias pertenecen al género Pseudomonas y se identificaron dentro de cinco

especies diferentes (Tabla 6).

M 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 M
=z
o—

Figura 8. Amplificacion del gen ARNr 16S de las 12 bacterias. M: Marcador de peso
molecular, las cepas se encuentran en orden de la RZH133 a la RZH144, representadas por el
numero de su codigo.

El gen ARNr 16S tiene en una secuencia de aproximadamente 1500 bp, tamafio que
genera polimorfismo suficiente para establecer diferencias (Bou et al., 2011); ademas, como lo
afirman diferentes autores (Baker, Smith, & Cowan, 2003; Devereux & Wilkinson, 2004;
Ferrera et al., 2007; Griffiths et al., 2000), este gen es ampliamente utilizado como diana
molecular en andlisis filogenéticos y presenta la gran ventaja de estar disponible en las bases

de datos publicas (Rivas, Velazquez, Zurdo-Pifieiro, Mateos & Molina, 2004; Schuller, Sloots,

James, Halliday & Carter, 2010).



Tabla 6 Identificacion de bacterias por secuenciacion de ARNr 16S
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Genero/ Especie relacionada segln

Relacion Bases de datos

Alslado ARNr 165 Numerode  Porcentaje de
acceso similitud
RZH133 Pseudomonas putida HM446003 99.6%
RZH134 Pseudomonas putida HQ162488 99.8%
RZH135 Pseudomonas putida HM446003 99.6%
RZH136 Pseudomonas putida HM446003 99.6%
RZH137 Pseudomonas monteilli KJ5227911 99.9%
RZH138 Pseudomonas putida HM446003 99.7%
RZH139 Pseudomonas alcaligenes JQ659779 100%
RZH140 Pseudomonas taiwanensis JX088115 99.5%
RZH141 Pseudomonas aeruginosa HMO067869 99.6%
RZH142 Pseudomonas aeruginosa KR349493 99.2%
RZH143 Pseudomonas putida HM446003 99.5%
RZH144 Pseudomonas putida HM446003 99.7%

Segun Bou et al. (2011), rangos de 95 al 99% de similitud son adecuados para

determinar el género, mientras que una similitud de >98.5% es aceptada para definir la

especie, siendo ideal >99%. Como se aprecia en la tabla 6, los valores de similitud obtenidos

para los microorganismos estudiados se encuentran de 99.2-100%, por lo que se pudo

establecer una identificacion de especie de estas bacterias.

Se ubico a las cepas dentro de las especies P. putida (6), P. aeruginosa (2), P.

taiwanensis (1), P. moteilli (1) y P. alcaligenes (1). Todas estas especies han sido reportadas

como PGPR (Ahmad, Shinwari, Bashir, & Yasir 2013; Akhtar & Panwar, 2013; Pandya &

Desai, 2014; Saharan & Nehra, 2011; Singh, Singh, Meena & Meena, 2015) lo que valida la

caracterizacion fisioldgica de estas bacterias en estudios anteriores (datos no mostrados).



41

Sin embargo, es importante sefialar que la especie obtenida para la cepa RZH139, P.
alcaligenes, a pesar de reconocerse como PGPR, es una bacteria que se reporta sin
fluorescencia (Kwon et al., 2003). Es interesante que en los analisis filogenéticos la similitud
de esta cepa con la especie resulté del 100%; dado que los cromatogramas de la secuenciacién
no presentaron inconvenientes, seria necesario realizar pruebas bioquimicas a esta bacteria
para conocer sus caracteristicas y realizar nuevamente extraccién de ADN y secuenciacién
para descartar posible contaminacién. Ademas, se debe destacar que al momento de reactivar
esta bacteria, la fluorescencia de la misma fluctuaba (datos no mostrados), pero con los pases
sucesivos en medio King B, se demostré la produccion de pigmentos fluorescentes. Debido a

esto, esta cepa se consideré Pseudomonas sp.

4.5 Construccion del arbol filogenético

Con el fin de conocer la relacion entre los microorganismos identificados se elaboro el
arbol filogenético siguiendo el test de Neighbor Joining (Figura 9), con ayuda del programa
MEGAG; para esto, se obtuvieron del GenBank las secuencias de 7 bacterias relacionadas
taxonomicamente, ademas de E. coli como género no relacionado. Se observé que las cepas
RZH133, RZH134, RZH135, RZH136, RZH138, RZH143 y RZH144 se agruparon con alta
similitud; de acuerdo a la comparacion de sus secuencias en bases de datos, estas 7 bacterias
se identificaron como P. putida. Las cepas RZH137 y RZH140 se agruparon y se encuentran
altamente relacionadas con P. plecoglossicida y P. guariconensis; estas 2 cepas se
identificaron como P. monteilli y P. taiwanensis, respectivamente. Ademas, estos 2 conjuntos
también se encuentran relacionados, hecho que se explica debido a que las especies

mencionadas pertenecen al grupo de P. putida (Anzai et al., 2000; Toro, Ramiiez-Bahena,
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Cuesta, Velazquez & Peix, 2013; Wang et al., 2010). Se aprecia la similitud entre las cepas
RZH141 y RZH142, puesto que las 2 se identificaron como P. aeruginosas, también la
cercania de la cepa RZH139 identificada como P. alcaligenes con P. pseudoalcaligenes,
relacion que ya ha sido reportada (Ralston-Barrett, Palleroni & Doudoroff, 1976) y que
soporta el analisis de comparacion en las bases de datos para el resultado inusual de la cepa
RZH139; por otro lado, la cercania de estas 3 especies se basa en que hacen parte del grupo P.

aeruginosa. El arbol demuestra que E. coli es una bacteria taxonémicamente alejada de las

bacterias estudiadas.

gg | Pseudomonas putida (RZH135)
{Pseudomonas putida (RZH136)
- Pseudomonas putida (RZH143)
93 | Pseudomonas putida (RZH144)
Pseudomonas putida (RZH133)
Pseudomonas putida (RZH134)
— 'Pseudomonas putida (RZH138)
Pseudomonas plecoglossicida HQ454993
95 Pseudomonas monteilli (RZH137) *

* o b o % % Ot

93 [ Pseudomonas taiwanensis (RZH140) *
Pseudomonas guariconensis KR086404

— Pseudomonas entomophila KR812411

Pseudomonas mendocina AJ006109

Pseudomonas stutzeri EU073110

100 | Pseudomonas alcaligenes (RZH139) *
_|- Pseudomonas pseudoalcaligenes DQ095882
# Psedomonas aeruginosa (RZH141) *
W[— Pseudomonas aeruginosa (RZH142) %
Pseudomonas fluorescens HM480360

Escherichia coli JN180970

33

0.01

Figura 9. Arbol filogenético de las cepas evaluadas, usando el método de Neighbor-Joining y
p-distance, basado en sus secuencias de ARNr 16S. Los numeros indican los resultados del
andlisis bootstrap de 1000 réplicas. Las cepas estudiadas se encuentran sefialadas
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4.6  Amplificacion de fragmentos del gen nifH

La fijacién biolégica de nitrégeno contribuye con aproximadamente 180 x 10°
toneladas métricas / afio globalmente (Saharan & Nehra, 2011); aun asi, esta capacidad sélo se
ha atribuido a unas cuantas bacterias que se han denominado diazétrofas y que pertenecen a
una amplia variedad de grupos taxondmicos (Dos Santos, Fang, Mason, Setubal & Dixon,
2012). Por mucho tiempo se crey6 que el género Pseudomonas no hacia parte de este grupo,
pero en los Ultimos afios se han reportado algunas especies que pueden fijar nitrdgeno
(Addison, McDonald & Lloyd-Jones, 2010; Desnoues et al., 2003; Hatayama et al., 2005) y
que propician a una atencion especial para este género.

Se sabe que todos los organismos diazdtrofos cuentan con el complejo enzimatico de la
nitrogenasa, que es la responsable de este importante proceso bioldgico (Deslippe et al., 2005;
Desnoues et al., 2003). De los tres sub-tipos de nitrogenasa que se conocen, la mejor estudiada
es la nitrogenasa dependiente de Molibdeno, que es codificada por los genes nif (Hu & Ribbe,
2013; Oldroyd & Dixon, 2014; Seefeldt et al., 2013); dentro de estos, el gen nifH esta
altamente conservado entre estos microorganismos, por lo que es un marcador ideal para
detectar esta capacidad (Dos Santos et al., 2012; Pérez, Diaz, Restrepo-Franco, Divan-Baldani
& Hernandez-Rodriguez, 2015)En consecuencia, se evaluaron 5 grupos de cebadores para la
amplificacion de fragmentos del gen nifH, probando diferentes condiciones de los reactivos en
la PCR.

Para el grupo 1 con los cebadores nifH19F y nifH3, se realizaron 18 ensayos
inicialmente para la cepa AS7 del género Azospirillum (Figura 10), con los que se esperaba

un amplicén de 476 bp aproximadamente. En ninguno de los ensayos se observé la banda del
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tamario esperado; sin embargo, en las pruebas N10 y N15 se observé una banda menor con
pocos productos inespecificos, por lo que se decidio repetir estos ensayos incluyendo una cepa

de Pseudomonas (RZH133).

\E] N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 N11 N12 N13 N14 N15 N16 N17 Ni8

Figura 10. Amplificacion del gen nifH con los cebadores nifH19F/nifH3 para la cepa AS7. C-
: Control negativo. M: marcador de peso molecular

Se realizaron los ensayos N10, N10* (1.5 puL de ADN), N10** (2 pL de ADN) y N15
en ambas cepas (Figura 11) y se observaron los resultados ya obtenidos para Azospirillum,
mientras que para Pseudomonas, solo hubo amplificacion con N15 y esta fue del tamafio
esperado para los cebadores. Debido a este resultado, se empled el ensayo N15 para probar
estos cebadores con las 12 bacterias objeto de estudio (Figura 12), dicha amplificacion revel6
la presencia de bandas inespecificas, inclusive en la cepa en que ya se habia realizado el
ensayo; a pesar de esto, se observa una banda del tamafio esperado para las cepas RZH133,

RZH134, RZH135, RZH136, RZH138, RZH141, RZH143 y RZH144.
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Azospirillum Pseudomonas

N10 N10* N10** N15 N10 N10* N10** N15

Figura 11. Amplificacion del gen nifH con los cebadores nifH19F/nifH3. M: marcador de
peso molecular

Figura 12. Amplificacion de nifH con los cebadores nifH19F/nifH3 para todas las cepas. Las
cepas se encuentran en orden de la RZH133 a RZH144, representadas por el nimero de su
cddigo. M: marcador de peso molecular
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En el estudio realizado por (Berthrong et al., 2014), se obtuvieron fragmentos de 506-
521 bp del gen nifH, en la PCR con ADN extraido de muestras de suelo, empleando ese
conjunto de cebadores. Mientras que (Menezes, 2009), evidencio la presencia del gen al
observar fragmentos de 460 bp, pero también reporta que en las amplificaciones con estos
cebadores se observaron otras bandas de diferentes tamafios ademas de la esperada; estos
resultados coinciden con los de este estudio a pesar de que los fragmentos obtenidos para el
gen fueron de 480 bp aproximadamente.

Para el grupo 2 con los cebadores Nh21F y nifH3, el tamafio del fragmento también
correspondia a 476 bp; los 8 ensayos iniciales se realizaron para Azospirillum (AS7) y para
Pseudomonas (RZH133) (Figura 13). Se encontro que para Azospirillum hubo amplificacion
con las pruebas H5, H6 y H8 pero en ningun caso se observé la banda esperada, al mismo
tiempo se obtuvo que sélo en el ensayo H8 hubo reaccion para Pseudomonas y aunque se
presentaron productos inespecificos, se observo una banda tenue con el tamafio apropiado, por
lo que se repitio este ensayo para las 12 bacterias (Figura 14)

Con la electroforesis se evidencio la amplificacion del fragmento para la cepa
RZH142, aunque se presentaron algunas bandas inespecificas poco visibles en esta cepa; dicha
banda del tamafio esperado (476 bp) se observo en las cepas RZH133, RZH134, RZH135,
RZH136, RZH138 y RZH139 pero con mayor presencia de productos de PCR inespecificos.
De igual forma lo reportan (Gaby & Buckley, 2012) en su investigacion observaron que las
amplificaciones con estos cebadores generaban productos de PCR con diferentes tamafios,

bandas con barrido y ademas amplificaban un fragmento en el control negativo; concluyendo
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que este conjunto de cebadores no es exclusivamente especifico para el gen nifH bajo las

condiciones evaluadas.

M H1A H2A H3A H4A HSA H6A H7A HB8A

H1P H2P H3P H4P H6P H7P H8P

Figura 13. Amplificacion del gen nifH con los cebadores Nh21F/nifH3. La A indica
Azospirillum y la P Pseudomonas. M: marcador de peso molecular
Con el grupo 3 de cebadores, F1 y nifH-r, el fragmento amplificado debia ser de 451
bp, se realizaron 4 ensayos para ambos géneros (AS7 y RZH133) (Figura 15) en donde se
observé que para Azospirillum sélo hubo amplificacion en el ensayo R3 pero fue de un tamafio
menor al esperado (300 bp), mientras que para Pseudomonas en todas las pruebas se observa
la banda esperada ademas de productos inespecificos; debido a que en R4 las bandas son mas

visibles, se utilizo este ensayo para las 12 bacterias.
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M 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144

Figura 14. Amplificacion de nifH con los cebadores Nh21F/nifH3 para todas las cepas. Las
cepas se encuentran en orden de la RZH133 a RZH144 M: marcador de peso molecular.
Al evaluar los cebadores F1/nifH-r en las 12 bacterias (Figura 16), no se observa el
fragmento esperado en ninguna de las cepas, a pesar del analisis anterior. Con este grupo de
cebadores del gen nifH Dedysh, Ricke & Liesack (2004) amplificaron en bacterias
metanotrdficas bandas de 453 bp.
Por otro lado, en el grupo 4 se analizaron los cebadores PolF y PolR que amplifican un
fragmento de 362 bp aproximadamente. Para este grupo se llevaron a cabo 8 ensayos para
AS7 asi como para RZH133 (Figura 17), en donde se observo que para el género Azospirillum

hubo amplificacidén con todos los ensayos, excepto con L6; por el contrario para
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Pseudomonas, las bandas fueron muy tenues y en L2 y L6 no se observé reaccion. Para este
grupo se realizaron pequefias modificaciones y se realizo un ensayo para los 12
microorganismos con las siguientes condiciones: 1U de Taqg polimerasa, MgCl, 2mM,

Cebadores 2 uM y ADN 1 uL (Figura 18); en esta PCR se incluyd también la cepa AS7.

RIA. R2A R3A R4A R1IP R2P R3P R4P

1700

A51bpRZ:

500
400
3004311
200

100

Figura 15. Amplificacion del gen nifH con los cebadores F1/nifH-r. La A indica Azospirillum
y la P Pseudomonas. M: marcador de peso molecular
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134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 143 144

Figura 16. Amplificacion de nifH con los cebadores F1/nifH-r para todas las cepas. Las cepas
se encuentran en orden de la RZH133 a RZH144, representadas por el nimero de su codigo.
M: marcador de peso molecular

Con este ensayo, se observé un fragmento de 340 bp aproximadamente para
Azospirillum, mientras que para algunas cepas de Pseudomonas (RZH133, RZH134, RZH135,
RZH136, RZH137, RZH138, RZH140, RZH143 y RZH144) se amplificé un fragmento con

un tamafio un poco mayor de aproximadamente 400 bp, en donde solo para la cepa RZH137

no se observo la presencia de productos inespecificos.
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362

Figura 17. Amplificacion del gen iH con los cebadores PoIF/PoI La A idica Azospirill
y la P Pseudomonas. M: marcador de peso molecular

En estudios previos en los que se ha amplificado el gen nifH usando este grupo de
cebadores, se reporta un fragmento de 360 bp (Mirza et al., 2006) para la cepa K1, que ademas
segun analisis del gen ARNr 16S se ubicd dentro del género Pseudomonas y demostrd alta
similitud con P. alcaligenes (97%), P. pseudoalcaligenes (96%) y P. stutzeri (96%). En la
investigacion de Venieraki et al. (2011) se reportan fragmentos de 355 bp en 11 cepas de
Azospirillum y 6 de Pseudomonas, estas Gltimas presentaron identidad de 99.7-99.9% con P.

stutzeri.
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Figura 18. Amplificacién de nifH con los cebadores PolF/PolR para todas las cepas. C-:
Control negativo, las Pseudomonas se encuentran en orden de la RZH133 a RZH144,
representadas por el namero de su codigo. A: Azospirillum (AS7). M: marcador de peso
molecular

Por otro lado, en el trabajo de Dashti et al (2015), se evaluaron 13 cepas, incluida una
de P. stutzeri, en donde observaron en la amplificacion con estos cebadores, una banda de 344
bp y otra de menor tamarfio para todas las cepas y encontraron luego de secuenciar las dos
bandas que ambas eran fragmentos del gen nifH; ademas en 9 de las 13 bacterias se presentd
una banda con un tamafio superior pero no fue analizada. Mientras que Cerda (2008) obtuvo
fragmentos de 454 bp en las cepas ACN 14a de Frankia anli y LUPAC 08 de
Micromonospora, observando ademas otros fragmentos en el gel de electroforesis. El
resultado obtenido en el presente estudio para Azospirillum (360bp) concuerda con estos
reportes y para las cepas de Pseudomonas la banda fue un poco mayor pero también esta en el

rango de resultados ya reportados.
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Finalmente, con el grupo de cebadores nifH-g1-f y nifH-g1-r, se esperaba la
amplificacién de un fragmento de aproximadamente 371 bp. Para estos ensayos se usaron las
cepas AS7, AS9, RZH134 y RZH135 (Figura 19); como se esperaba, hubo amplificacion s6lo
para las cepas del género Pseudomonas, debido a que estos cebadores son especificos para y-
Proteobacterias (Blrgmann et al., 2004), clase a la que pertenece este género (Yan et al.,
2008); por el contrario, el género Azospirillum pertenece a la clase de a-Proteobacterias
(Steenhoudt & Vandereyden, 2000). A pesar de esto, el amplicon en todos los casos present6
un tamafio superior de aproximadamente 500 bp. Se realizé el ensayo G2 para las 12
Pseudomonas (Figura 20) y se observo la amplificacion de un fragmento de 500 bp para las

cepas RZH133, RZH134, RZH135, RZH136 y RZH138.

G1Al1 G1A2 G1P1 G1P2 M G2A1 G2A2 G2P1 G2P2

Figura 19. Amplificacion del gen nifH con los cebadores nifH-g1-f/nifH-g1-r. La A indica
Azospirillum, Al: AS7, A2: AS9 y la P indica Pseudomonas, P1: RZH134, P2: RZH135. M:
marcador de peso molecular
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En la investigacion realizada por Rajeswari & Kasthuri (2009), se emple6 este grupo
de cebadores para amplificar el gen nif de 28 aislados de Azotobacter (y-Proteobacteria), se
observo un fragmento de 400 bp en todas las cepas evaluadas y se selecciond un fragmento al
azar para ser secuenciado, de esta manera se comprobd la presencia del gen en estas bacterias.
Asi mismo, en el trabajo de Otero (2011) se amplifico un fragmento de 378 bp en
actinomicetos y bacterias fotosintéticas no sulfurantes, con lo que se evidencié la capacidad

diazotrofa de las cepas mediante el gen nifH.

M 133 134 135 1369137 138 139 140 141 142 143 144

Figura 20. Amplificacion de nifH con los cebadores nifH-g1-f/nifH-g1-r para todas las cepas.
Las cepas se encuentran en orden de la RZH133 a RZH144, representadas por el nimero de su
cédigo. M: marcador de peso molecular
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En la tabla 7 se encuentra un resumen de los resultados de amplificacion del gen nifH
para cada bacteria. No hubo una cepa que registrara la presencia del gen con todos los grupos
de cebadores evaluados. Los resultados muestran que con el grupo F1/nifH-r la amplificacion
de una banda que indicara la presencia del gen nifH fue negativo en todos los
microorganismos evaluados, por lo que no se tuvo en cuenta dicho grupo de cebadores para
los analisis. Al considerar las amplificaciones sin tener en cuenta este grupo de cebadoress es
evidente la presencia de bandas que pudiesen estar relacionadas con el gen nifH en las cepas
RZH133, RZH134, RZH135 y RZH138 con todos los grupos evaluados. En las cepas
restantes las PCR realizadas no muestran bandas amplificadas con todos los grupos de
cebadores; la cepa RZH143 y RZH144 presentaron bandas posiblemente relacionadas con el
gen nifH con 2 de los grupos evaluados y en las cepas restantes se evidencié el fragmento

esperado con 1 de los grupos de cebadores.

Tabla 7 Resultados de amplificacion para nifH con todos los cebadores evaluados

C‘;gggdores NifH19F/MifH3 Nh21F/mifH3 Fl/mifH-r  PolF/PolR  Nif-gl-finif-gl-r
RZH133 + + - + N
RZH134 + + - + N
RZH135 + + - + N
RZH136 + + - + +
RZH137 - - - * -
RZH138 + + - + r
RZH139 - + - - -
RZH140 - - - * )
RZH141 + - - - -
RZH142 - + - - -
RZH143 + - - + )
RZH144 + - - + -

Nota: +: positivo, -: negativo
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De acuerdo al estudio realizado por Gaby & Buckley (2012), en el que se evaluaron 51
cebadores universales para la amplificacion del gen nifH, con los que obtuvieron 42
combinaciones de pares de cebadores; encontraron que sélo 7 acertaron en >90% de las
secuencias de las bases de datos y dentro de estos estaban los grupos nifH19F/nifH3 y
Nh21F/nifH3. Sin embargo, al utilizar estos cebadores en ensayos experimentales, observaron
la amplificacion de bandas de diferentes tamafios e incluso amplificacion en el control
negativo (Escherichia coli). De la misma manera, en la presente investigacion se observo la
amplificacidn inespecifica para los grupos de cebadores mencionados.

Por otra parte, en las investigaciones realizadas por Cerda (2008) y Dashti et al.
(2015), se presentd la misma situacion de bandas de diferentes tamarfios al emplear los
cebadores PolF/PolR, resultados que también coinciden con los de este trabajo.

Estos resultados comunes al utilizar diferentes pares de cebadores en la amplificacion
del gen nifH, sugieren que no hay una combinacion de cebadores universales que amplifiquen
solo el fragmento esperado del gen y representan una falta de especificidad bajo las
condiciones probadas en una PCR convencional; ya que en estudios en los que se han
realizado PCRs anidadas se reportan mejores resultados de amplificacion (Newell, Pritchard,
Foster, & Fulweiler, 2016).

De los cebadores evaluados, el grupo mas efectivo para ser usados en Pseudomonas,
como se esperaba resulto ser el grupo 5, puesto que estan disefiados entre otros para las y-
Proteobacterias, a pesar de generar un fragmento mayor; sin embargo se podria confirmar la
identidad de la banda con afinidad para el gen nifH con analisis posteriores como el de

secuenciacion y comparacion en bases de datos.
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Como lo sefialan algunos estudios (Addison et al., 2010), hay poca informacién sobre
los genes nif en este género vy al realizar las comparaciones en las bases de datos,
frecuentemente se obtienen similitudes con los genes nif de otros géneros (Addison et al.,
2010; Dashti et al., 2015). Estos anélisis sustentarian la hipdtesis de transferencia horizontal
de informacidn genética entre diferentes especies bacterianas respecto a estos genes
(Rodriguez, 2008; Yan et al., 2010) que ademas explicaria la razén por la que ahora se
reportan especies de Pseudomonas con capacidad fijadora de nitrégeno cuando en el pasado
esta no era una caracteristica presente en el grupo (Yan et al., 2008).

Referente a los cebadores universales evaluados, el grupo 4 (PolF/PolR), se puede
tomar también como efectivo para la amplificacion de nifH, esto con base en que fue el Unico
grupo con el que se logro un amplicon correcto para el control positivo (Azospirillm). En otros
estudios (Berthrong et al., 2014) se han seleccionado estos cebadores por su amplia cobertura
y tamafio optimo del fragmento,

En cuanto a la relacion entre la especie identificada para estas bacterias y la presencia
del nifH, se puede analizar que a pesar de que el género Pseudomonas se considero por mucho
tiempo fuera del grupo de los diazétrofos (Busquets et al., 2013), se empezd a evaluar este
género y se encontrd que los miembros de las especies P. stutzeri, P. azotofigens, P.
mendocina y P. pseudoalcaligenes poseen dicha capacidad, en las que la ausencia de
pigmentos fluorescentes es una caracteristica comun de estas cuatro especies. Sin embargo, las
investigaciones han avanzado y en los ultimos afios se han reportado nuevas Pseudomonas
diazétrofas que presentan fluorescencia, como Pseudomonas koreensis (Alvarez-Lopez et al.,
2014), también las cepas IPPW-2 e IPPW-3 aisladas por Addison et al. (2010), que se

ubicaron dentro de este genero pero no fue posible establecer la especie a la que pertenecen.



Por esta razon y de acuerdo a los resultados obtenidos, se confirma el potencial
diazotrofo para las cepas RZH133, RZH134, RZH135, RZH136, RZH138; aunque para las

demas cepas no se descarta esta capacidad.

58
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5 Conclusiones

Al evaluar tres métodos de extraccion diferentes, el kit comercial Isolate 11 Genomic
DNA, resulté ser el mas eficiente de acuerdo a la integridad, concentracion, pureza 'y
rendimiento obtenidos, ademas del tiempo en que se lleva a cabo el procedimiento.

Se identificaron molecularmente las 12 bacterias estudiadas mediante la secuenciacion
y analisis del gen ARNr 16S; se establecio el género al que pertenecen y ademas se hallo la
relacion de especies para 11 de las cepas.

Los resultados obtenidos en el arbol filogenético soportan el analisis realizado por
comparacion en bases de datos y demuestran la relacion entre las cepas en concordancia con
las especies identificadas.

Se detectd la posible presencia del gen nifH mediante la amplificacion de fragmentos del
tamafo esperado o cercano para el gen, demostrando el potencial de las cepas RZH133,
RZH134, RZH135, RZH136 y RZH138 como posibles fijadoras de nitrogeno, a pesar de que
los cebadores evaluados resultaron poco especificos bajo las condiciones analizadas.

Se comprobo la hipdtesis planteada al demostrar que las bacterias estudiadas pertenecen
al género Pseudomonas, analisis posteriores permitiran conocer si los fragmentos
amplificados corresponden al gen nifH.

Con las técnicas empleadas en la presente investigacion se estandarizaron protocolos de
extraccion de ADN y PCR para el Laboratorio de Biologia Sintética de la UFPS vy se elaboro

un manual de reactivos.
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6 Recomendaciones

Se recomienda realizar un nuevo andlisis con dianas moleculares mas especificas como
las regiones ITS de la cepa RZH139 para poder ubicar de forma correcta la especie a la que
pertenece.

Probar los cebadores evaluados para amplificacion del gen nifH en protocolos de PCR
anidada, para disminuir la unién no especifica de los cebadores.

Realizar secuenciacion de los fragmentos obtenidos para el gen nifH para confirmar el
potencial diazotrofo de las cepas en las que se observo el fragmento y que dichos analisis se
complementen con la cuantificacion de la fijacion de nitrogeno de estas cepas mediante
pruebas fisiologicas.

Se recomienda continuar el estudio con estas bacterias debido al gran potencial
demostrado, para lograr el desarrollo de productos biotecnolégicos que contribuyan al
progreso de la agricultura nortesantandereana.

Se recomienda a la UFPS mas inversidn para los laboratorios de investigacion, puesto que
en el edificio se presenta suspension inesperada de la energia eléctrica ocasionando errores en
el proceso de conservacion de las muestras y desarrollo de protocolos extensos. Ademas se
sugiere la creacion de una norma de cooperacion entre los diferentes laboratorios pues no

todos cuentan con los equipos que se requieren para los diferentes analisis.
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Anexo 1 Reactivacion de las cepas

Tabla 8 Fluorescencia en luz UV y tincion de Gram de las 12 bacterias

Caddigo cepa

Foto al transiluminador

Foto al microscopio

RZH133

RZH134

RZH135

RZH136
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RZH138

RZH139
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A

%
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RZH140
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RZH143

RZH144
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Anexo 2. Secuencias del gen ARNr 16S

RZH133 27F

CTCTTACTCCGTAGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC
CTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGA
TCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTA
ACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA
GGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCT
AACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC
TTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAA
CCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGTGGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGCCTGGGGTTACCACCGGGTTACAATGGTCGGGAACAAAGGGTTGCCAAACCCGCG
AGGTGGGAGCTAATCTTCACAAAACCGATCGGTATTCCGGGTTCCAGTTGGCAAACTCCAATGGGGGGAAAGCGGAATCTTA
AAAAATCCGGAATCCAAATGGTCCGGGGGAAAAACTTCCCGGGCCTTGTAAACCCGCCGTGTCAACATGGGGAAGGGGGTGG
CCCAAAAAAAATAATTTAAACTTCCGGGGGAGGTTACGGGTAACTGGGTTTGGTTTGGGGGTAAGCCCCAGGGACAAAAACA
AGAATCAAAGGAACGGGAACCTAATGCCGGAA

RZH133_1492R

GTGTTATCCTGCACTCGCGTGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGG
GCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAG
TTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCT
TAGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGC
CTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAA
CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGAC
ATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGT
GGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCT
AGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTAC
GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTA
ACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGC
GGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGGCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGGGTCTCAATTCC
AGGGGGATGATCTCCTCTCAAACAATTACGGATCGTCGCCTTGGGGAGCTTTACTCCCCAACTAGCTAATCCGACCAAGGTCT
CTTGGTAACGGGAGGGCCGAAATCCCACCTTTTTCCCGAGGAAGTGGCGGGTTAAGGCCTCTTCGAAGGTGCCCACTACAGGG
AATTCTAGGTTATCACCGGCGCCTGAAAAGGAAATCCGTCCGCTTTTGAGTCGCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTACTTAGATAAGG
ATGAATGCAAGGGACCAACCAAACAAAGCAAAAT

RZH134_27F

CGATTCCGTCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCT
TCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACT
GGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAAC
GCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAAAATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAAC
CCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAAAGGGGGGGGATGA
CGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGCCTGGGGTTAACCACGTGGTTACAATGGTGCCGGTACCAAAGGGTTGCCAAACCCCG
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CGAGGGGGGAGTTATTCTCCCAAAACCGATCGTGATTCCGGGTGGCAGTTTGGCACTCCACTGGCGGGAAATCGCAATCCTAA
GAATCCGAAAACTAAATGGACGCGGGTAAAACTTCCCCGGCCTTGTCCACCGCCCCCGCGCCCCATGGAAGGGGTGGCCCAA
AAAAATATGTAACTCCGGGGCGGACTGTTACGGTTAGGGTTATGGGGGTGAGGGGGGGAGAAAGAAAAAAAGGGTTAAAGT

TGAAAATTTAAAAGGAAAAAAATTGAGGTTTGGGTTTTTTTTGTTTTAAAGGAAATAAAGTTGTTTTTTAATTTTTTTTTCCTTC
CTTTCTCCCCTTTTCTCTTTTCTTGTTTCTCTTTTTTGGTTTTCGTTTTTTCGGGGTTGGTTTTTTTCTGGCCCTTTTTTTCTTTTTTG
GA

RZH134_1492R

CTTTCTGCTCCAGTTCTGCTTTGGATGGTGGAAGTCAGCCCGAGGGTTAGACGAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGC
AGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCG
ACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG
CAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCAT
GTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAAGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGC
TAGGTGACATCGATTACGGCGTGAACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGAATCA
TTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGTTGATCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGTAAATTCCACCACCCTCTACC
ATACTCTAACTCGCCATGTGTGGATGCATGTCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAGCTTAACGAACCACCTACTCGCG
CTTTACGCCCAAAAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGGATTACAGCGGCTGCTGGAGCGAATTTATCCGATACTTATTCTG
GCAGTTACGACAAAACGACAAGGAATTAACTTACTGCCCTTACTACCAACTTAAAATGCTTTTCAATCCGAAGACCTTCTTCA
ACACACGGGATGGCTGAATCAGCTTTCGCCATTGTGCATTATTCCCCATGCTGCCTCCCGAGGGATTTTGTACTGGTTTCAGAT
CCTTAGAAGTATGCAACCCTCGGACATTTACGAATGTTCCGTGGGTAGTCTTAGCAACCCATAATTAATGACAATCAAATTAA
TTAGAGAGCGTGGGTCTGAAAAGCCCCCTTTTCCCAATGAATTTAGGGATTGTTGACCTTAACGAAGGGGACCCCTGATAGAA
AAATCTGAAGTATTGTCCAACCCCCATTAGTGATTAGGATTCCCAATACCATAGCTATGTAGGGGGTCGACCCTCATTGTTTTT
ATCGG

RZH135_27F

CTCCATCCGTACGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGAT
CTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG
GGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTA
ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAAAATGGATTG
GTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGTAACGA
GCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCAACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAAGGGGG
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGCCTGGGGTTACACCCGTGCTTACAATGGTCCCGGACCAAAAGGGTTGCC
AAACCCGCGGAGGGGGGAGTTATTTCCCCAAAACCGATCGTAATCCCGGATCGCAGCTTGCAACTCCACTGCGTGGAAATCG
CAATCCCTAAGAATCCGAAAACAAAAATGTGCGGGGGGAAACATTTCCCGGGCTTGTTAACAGCGCCGTTGCACACATGGGA
AAGGGGTGGCCAACAAAACTAATCTACCTTCCGGGCGTGACCGGATTCGGTCGATTGGTTGGCGGAGGAAGGCGGTGACTGT
AGGCAGGCCATTGGACCGCATGCCATGACCGGCCTGCCCAAAAAAAAACCGAAAGGAAAGGAACCCGGAAAGGGGGGCAAG
GGGGGGCAGGGAACCGGACT

RZH135_1492R

TTTTTTCTTTTATTGCTCTGGCGAGGCTACCGTCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTG
ACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGT
CGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAG
TCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTC
AAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGT
TTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAG
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TTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTC
CAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCAT
ACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGC
TTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGT
CGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACA
CACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCA
GTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCA

RZH136 _27F

CTCCATACGGTCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGAT
CTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG
GGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTA
ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGAATGGATTGGTG
CCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCG
CAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAAAGGTGGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTAAGGGCTGGGGTTACCACGTGGTTACAATGGTCCGGTACAAAGGGTTGCCCAACCCG
CGAGGTGGAGTTATTTCCCCAAAACCGATCGGAATCCCGGATTCAAGCTTGCAACTCCACTGCGGGGAAACCGAAATCCCTAA
GAATCCGAAATCAAAATGGCCCGGGGGAACAATTCCCCGGCCTTGTACACGCGCGCTCCCCACTCGGGATGGGGTGGCCCAA
AATATAAGTAAATCTCGGGGAGTCCCGGTTCCGGTTGGTTGGTTGGTTTAGGTTGGGAATGAGGCGGTTAAGGCAGTGTTTAG
CTCGAAATAAAACCCACAAAAAGAAAGGATACCGAAAAGGAAGGGGGAAGGGGGTTAGGGGGGGGCGGGAAGTTTTTATTT
TTTCCCTTTTTATTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTCCTTGGCCTTTTGGGCCGGAAGGACCCGGCGTTCCCGAA

RZH136_1492R

CTTCGTTTAGCATCAAAGCGTGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGAC
GGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCG
AGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCT
CCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAG
GCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT
AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTG
ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAG
GTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACT
CTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTA
CGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGT
AACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACAC
GCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAATCTGGACCGGGTCTCAGTT
CCAGGGGGATGGTCATCCTCTCTAACAATTACGGATCGTCCCCTTGTGGAGCTTTTCTCCCCACTAGTTAATCCGACTAAGGTC
TTCTGTAAGCGAGAGGGCGAAAATCCCCACTTTCTCCCCAGGAGGTTGGGGATTAAGGCTCTTTCGGAGAGTTGTCCCATCAC
AACGAGATTCAAGGATATCCACCCGCCGCGCTGATAGGGAAGCTCGGACGTCATCGTGGTCGCGCGCGCTTAGACGGACTAC
TAAGTATTAAGTACTAACTATTGTCGTCTACCTACTGTTAAATAGTTTTGGAAAAATCAATCCAAACCAACCAAATTCTTTGGT
TCTTGGGCTCAACCCGGCTCA

RZH137_27F

TTTCCTCGTACGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCT
TCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACT
GGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAG



82

AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAAC
GCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTC
GGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCC
TTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGGGGGGGATGACG
TCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGGCTGGGGTTACCACCGTGCTACAATGGTCCGGTACAAAGGGTGGCCAAGCCGCGAGGG
GGAGTTATTCTCAAAAAACCGATCGTAATTCCGGATACAAGTTTGGAAATCCCACTGGCGGGAAAGCGCAATCCCTCGGAAC
GCCGCAATTCAAATGCTCCGGGTAAATACTTCTCCGGGCCTGAGCACACGGCCCGCGCCACCGTGGGTAAGGGGTCGCCCAG
GAAAATGTTTTTTACCCTCCGGGGAAGGTTACCTGGTTACTTGGAATGGGGTGGGGGAAGGGAGTGTGCGGAATGGGTTTAG
GGCAATGTTATTTTGGATTTTAATTTTTAATTTTTATTTTAGTTTTTAA

RZH137_1492R

CTCATTAGCATCTAAGCGTGGTACCGTCCTCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGT
TGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTA
GCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTT
AGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAAC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTG
GTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTA
GCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAA
CGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG
GCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTTCCCGTAGGAATCTGGACCGGGTTTCAGTTCC
AGGGGGATGGTCATCCTCTCAAACAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGGAGCATTACTCCCCAACTAGTTAATCCGACCTAGGT
CTCTTGTAAAGGGGGGGGGCGAGAATCCCCCCTTCTCTCCGCAGAGAGATGGGGGGTTAAAGGTCCTTTCCGAAAAGTGGCC
CCCCTACCAGGCGAATTCTAGGGTTGATTACCCCGCCGGCCTGATACAGGGAAATCCCTTCCTCCATTTGTAGGCCGGGTTTCC
TCTTCACCCCCGGCTCAACGAGTTCAGGGTAAGAAAAAAAAAATCAAAG

RZH138_27F

TTTTTCCACTGTACGGCTACACATGCGAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGG
GATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCG
TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGG
AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCG
CAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAAACTGCCGGTGAACAACCGGAGGAAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTAACAACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTAACCCGCGAGG
TGGAGTAATTTCACAAAACCGATCGTATTCCGGATCGAGTTTGCAATCCAATGGCTGAAATCGGAATCCCTAGAATCCCGAAT
CAAAATGGCCCGGGAAAACGTTCCAGGCCCTTGCAACCGCCCCCCTCACACTGGGAATGGGTTCCCAGAAATAGTTATTGAAC
TTCGGGGAAGTTTCCGGGGTTCATGGGTGGGGGGGAACGGGGAGCCTAGAATTAGGTTTTGGCGTGGTAAAAATTAAAATGA
AAAAATTAAAGAAAAAAAAAATTAAAAAAAGGGGTGAAAATTTTAATTTTCCA

RZH138_1492R

TCGGTAGCACTCGCCGTAGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGT
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TGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTA
GCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTT
AGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAAC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTG
GTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTA
GCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAA
CGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG
GCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGACCGGGTCTCAGTTCCA
GTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAACCTTTACCTCACAACTAGCTAATCCGACCTAGGT
TCTCTGGTAAGCGGGAGGTCGGAGGATCCCCACTTTCTTCCCGAGGAGGTATGGGGATTAAGGCTCCTTTCGGAAGGTTGCCC
CCATACCAGGGGAATTCTAGGGTTATCCACCAGTCCCCCTATAACAGAGAAACTCGCCTCCCGCCTTCCGGGTTCTCGGACGT
CCTAGCATCGCTGGTCGGAGATACATTAAGGTCTGCTAAGAAATAAACCCCCCCCCTTTTAAGATGTTAAAGAAAAAAAAAA
GTGAACCCCAATGGTTGCTTA

RZH139 27F

TTGGGGTCGGTCCGTACGGACTACCATGCAGTCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCA
GGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGA
TCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGG
AGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAAGCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACACTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCG
CAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAAACTTCCAGAGATGGATTG
GTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCACGTAACGAG
CGCAACACTTGTCCTTAGTTACAAGCACGTTATGGGGGGAATCTAAGGAAATGGCGGTGACAATCGGGAGGAAGGTGGGGAG
GAGTCAAGTATCATGGGCCTTAAGCCAGGGGTAACAAGTGCTACATGGTCGGTACAAGGGTTGCAAGCCGCGAGGGGGACTA
ATCCATAAAAACGAACGTAATCGGATACAATTTGCAATCGACTGGTGAAGTCGGATCCCTAAAATCGGGATCAGATGTCCGG
GAATACGTTCCGGACTGTTACACGCCCCGCCACCAAGGGGAGGGTTGGCCAAGAAACATGTAACGTGGGGGAGTTTACTGAA
TTCGTCGGTGGAGGATTCGATGCG

RZH139_1492R

TTCGTTAGCTCTCTGCAGTGGTACCGTCCCCCTTGCGGTTAGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGT
TGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTA
GCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTT
AGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAGCATGTCAAGGCC
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAAC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCGACA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTG
GTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTA
GCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCTTTACGC
CCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGGCGGTAAC
GTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG
GCATGGGTTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGGCCAATATTCCCCACTGGTGGCTTCCCGTAGGAATCTGGAACCGGGTCTCCAG
TTCCAGGGTGGATGGATCATCCTCTCCAAACAAGTTACGGATCGTCCGCCTTGGGGGAGCCTTTACCTCACCAACTAATTAATT
CGACCCAAGGTTCTCTTGTAAAGGAAAGGGCCCGAAGGTCCCTGGTTTTCTCCCCGCAGAAGATTAGCGGGATTAACGTTCCT
TTTCGAACAGTGGCCCCCCTCCCAAGGGGAATTCTAAGGTTAATTCCCCCCTCCGGCCGTGATTTGAGAAATTCCTTTCGCGCA
TGTTGAGTCGGGGAGGCGGTAGGTTGACACCCCCCCCCCCCAAATAAATACAACTATTTTTTTTTTTTAAAAAAAAA

RZH140_27F
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CTACAACCGTAAGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGAT
CTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG
GGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTA
ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGAATGGATT
GGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGTAACG
AGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCGTTATGGTGGGGACTCTTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAGAAAAGGG
GGGGGATGAACGTCAAGTCATCTTGGGCCCTTACGGGCTGGGGTTACCACCGGGTTACATAGGTGGGGGACCAAAGGGTGGC
CAACCCCCCGAGTGGGAGTTATTTCTCCAAAACCGATCGGTTTCCGGGTGGGAGGTTGGTATTCCAATGCGGGGAGTAGGAAT
CTCTATAATACGGAATACAAAAGAGCGCGGGGATAACATCCCCGGGCCTTGGCATCCGCCGGCCAACAACTGCGAGGGTGTG
CACCAAGTCATTTACTCCTGAGGACTGTCGGTTCGGCCGTCCGGTGTTCGGACGGACGTAAGTCAGTAATTGATCCAGCTACC
GGGCGTGGTCGGTTGGGTCGGTTGCCTCCCTCCGGGGGGGGGGGGGAAATTAAAAAAACATTGGGAAAAATGAGGGGAAGG
AAGCCCCCCGCCCCCCCCCGGTTGCCGGAATAT

RZH140_1492R

GTTTTGCTTTCGCAACATCGCCGTAGGTACCGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGT
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAG
TCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGAC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCA
GTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGT
CAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGTCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGGGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCGAGGATTCCAACGGCTA
GTTGACATCGTTTACGGCGTGTACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGT
CCAGGTGGTCGCCTTCGGCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCGCCCTCTACCG
TACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCTCATCCAGCTTTACGAACCACCTACGCGCGCT
TTATGTCCGTAATTCAGAGCAAAGCTTGCACCCTCTGGATTACAGCGACTGGTGCTACAGAGTAAGAGAGGCTTTTCTGTTTGT
AGAATCAAAGCAAGAGGTGTGAGATTTCTGCCCTTCCTCCCATCTTAAATGGTTTACATCCGAAGAACTTCTTCCCCTCCCCAG
ATGCGTGGGATCAGTGTTGTCGTGTGTCAGATATCACACTGCTTCTCCCGTAGAGCCGGAGTGGGGGGGGTATTCCTCGTCAC
TTATCTATGACGGAGCCGATACCAACACGACCTGAGGGAGCGTGCTCGCGGCGAGTAGTTACCGACGGAAAGTATTTAACAT
GGGATAGTCGAATGGCACGACCGAGCCACCGCCTCCCCCCTTGTAAGGATAAGTTAACGGTTGATTCCCTGGTCGTAGCGACC
CGGTCCACGCCCCCGGCCGTCATTCCCAGGCCACCGGCCGGAGACGGTAAATGGAATAGGCTCCGCCCTGTAATGCTACGGTA

RZH141_27F

TTTATTCGACGTCGACTACCATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGAT
CTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG
GGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTA
ACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC
TTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAA
CCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGGGGA
ACTAATCCCATAAAACCCAACCTAG

RZH141_1492R



85

TTTTCTGCTTGCTCTCTCCGTGGTACCGTCCACCTTGCGGTTAGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACG
GGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGA
GTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCC
TTAGAGTGCCCACCCGAGGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAGCATGTCAAGGC
CAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAA
CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCGAC
ATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGT
GGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCT
AGCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCTTTAC
GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTA
ACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGC
GGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGGGTCTCAGTTCC
AGGGTGACTGATCATCCTCTCAAACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACAACTAGCTAATCCGACCTAG
GTTCTTTGGAAAGCGTGAGGTCCGAAGATCCCCACTTTTTCCCTCAGGAAGTATGCGGAATTAAGCCCCGTTTCCGGAGGTTTT
CCCCCCTACAAGGGGAATTTCTAGGGTTATCTCCCCGGTCGCGCTGTAATCAGAAAAGATCCTCTTCTCTTCATTCTTGTTACG

RZH142 27

CGTAGTCGTTCGAGTCGTATCCCATGCTGTCGAGCGGATGATGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGG
GATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCG
TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGG
AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAG
CTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTG
CCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGC
AACCCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGGGGGGCACTCTAAAGGAGACTGCCCGGGACAAACCGGAAGGAAGGTGGGG
GATGACGTCTAAGTCATCATGGGCCTTTACGGCCAGGGCTACACACGGTGCTACAATGGTCCGGTACAAAGGGGTTGCCCAGC
CCCCCAAGGTGGAGCTTAATCCCATTAAAACCCGG

RZH142_1492R

ATTTTTTTATCTCTTTTTGATGGTACGATGTCTACGTCCACCTTGCGGTTAGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGG
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACG
CAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACC
GACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG
CAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCCGAGGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAGCATG
TCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGA
GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCT
AGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAG
TCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACC
GTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGC
GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCT
GTTGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCA
CACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCTGG

RZH143_27F

CTCCCGACGTCGACTACACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC
CTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGA
TCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTA
ACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA
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GGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGT GAAAGCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCT
AACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAAAATGGATTGG
TGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAG
CGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAAAACCGGAGGGAAAGGGGG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGGCTGGGGTTAACCACGTGGTTACAATGGTTCCGGTACAAAAGGGTTGCCA
AAACCCGCGAGGGGGGAGTTATTTCCCCAAAACCGATCGGGATCCCGGATCGCAGGTTGCAATTCCACTGGCGGGAAATCGG
AATCCCTTAAAATCCGAAAACTAAAAAGGGCGGGGGGAAACACTTTCTCGGGCTGTTACACCCGCCGCCGCCACCTCCGGGA
GGGTGTGGCCCAAAAATAATCTACCTCTCGGGCGTGCCTGATAGGTCGGTCGTTGGTTGGTTGGATGCATCACTCACTGCATG
CGGCAGGGCGACAGCTAGGAAACAAACCAAAACCATTTTAAGGTTAGGGGGGGGTAAGGGGGGGGGGTTGGATAAATA

RZH143_1492R

GTTTAGTTGGGTCATGCACTCCCGTGGTACCGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGT
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAG
TCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGAC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCA
GTCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGT
CAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTA
GTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGT
CCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCA
TACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCG
CTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACACTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTG
TCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGGCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGAACTTTCTTAC
ACACGGCGGCATGGCTGGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGAACGGGT
CTCAGTTCCAGGTGGATGGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGGGGAGCTTTTACTCACCAACTAATTAAT
TCGACCTAAGGTCATCTGATAACGGGAGGGTCGAAAATCCCCACTTTTTTCCCGGAGGAAGGTTGGCGGAATTAAGGCTCCTT
TCCGAACGGTTGTCCACAATCCAGGGCGGTTTCTAGGGGTATTTAACCTGGCCGCCGTTTATTAAGA

RZH144 _27F

CTTTGTTCGTCCGTCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGG
GATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCG
TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGG
AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAG
CTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCG
CAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGGGCTACAATGGTCCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGA
GGTGGAGTTAATCTCCAAAACCGATCGGAATCCGGATTCCAGTTTGCAATTCGAATGGCGGGAAGCGGAATCCTTAAAATCCG
AAACCAAAATGTCCCGGGGAATACTTTCCCGGGCCTTGTAACACCGCCCGCCACCCATGGGAAGGGGTTGCCCAAAAAAATT
AAGTAAACTTCGGGGGAGGTACTGTGTTTAGGTTGGGGTAGAAAGGGAATGAGAAACCGAACTAGACAAACAACCCAACGA
AAGGAATTTTTTTTTTTTTATTTTAA

RZH144_1492R

TTTTTCTTTATCTTCTTGCACCTCTGTGGTACCAGTCCCCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGC



87

AGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCG
ACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG
CAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCAT
GTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGC
TAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCA
GTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTAC
CATACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCG
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTC
TGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTC
ACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGGGT
CTCAGTTCCAGGGGGACTGATCATCCTCTCAAACCAGTTACGGATCGTCCCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGTTAAT
CCGACCTAGGTTCATCTGGTAAGCGGGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTTCCCGGAGGAGGTATGGGGGTTTAAGGGTTCC
TTTCGGAAGGTTGCCCCCCATTACCAGGGAAAATTCTTAGGTTTTATTCCCCCGGTCCCCGCTGGAATCAAGGAAAACTCTCCG
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Anexo 3. Electroferograma de la cepa RZH133
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