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RESUMEN
La quitridiomicosis es una de las causas de la extincién masiva de los anfibios a nivel mundial.

Pese a la letalidad que ha mostrado esta enfermedad, existen poblaciones de anuros que cohabitan
con el hongo que la causa (Batrachochytrium dendrobatidis), sin presentar disminuciones
poblacionales. Se cree que la microbiota presente en la piel de estas poblaciones puede presentar
un efecto inhibitorio sobre Batrachochytrium dendrobatidis, lo cual explicaria por qué algunos
grupos persisten a pesar de la presencia del patdgeno. El objetivo de esta investigacion fue
determinar la actividad anti-Batrachochytrium dendrobatidis de la microbiota cultivable presente
en la epidermis de Dendrosophus labialis y Rheobates palmatus, especies que co-ocurren con el
hongo en una charca en el municipio de Ubaque, Cundinamarca (Colombia). Para recuperar una
mayor diversidad de microorganismos se usaron dos medios de cultivo. Posteriormente, se evalué
la actividad antagonica de las especies aisladas a través de microensayos en placas de Elisa. En
total se obtuvieron 615 morfotipos que fueron clasificados mediante MALDITOF y el gen ARNr
16S en 93 especies pertenecientes a 35 géneros, dentro de las que predominan especies
pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Chryseobacterium, y Arthrobacter. Se
calcularon los indices de Shannon y Simpson que indicaron una alta diversidad de especies
bacterianas y diferencias entre la composicién de la microbiota entre las especies de anuros. En
cuanto a las pruebas de antagonismo, el 52% de las especies identificadas presentaron actividad
anti-Bd, siendo diferentes entre los estadios de desarrollo y las especies de anuros evaluadas. Esto
indicaria que la microbiota epidérmica cultivable tiene una capacidad antifingica que confiere la
resistencia y permite que estas dos especies de anfibios coexistan con el hongo, sin embargo, las
especies que cumplen un efecto en la inhibicion de Bd varian dependiendo del estadio.

INTRODUCCION
La microbiota presente en todos los organismos esta compuesta por diferentes especies que

pueden cambiar a lo largo de las etapas del desarrollo y que en el caso de los animales puede ser
influenciado por muchos factores incluyendo la dieta, los ciclos hormonales o cuadros
patoldgicos (Gerber 2014; Hacquard et al. 2015). Los microorganismos simbiontes pueden
generar una serie de respuestas en el hospedero, que van desde la adquisicion de resistencia a

algunas enfermedades hasta la predisposicion a adquirir otras, de tal manera que el microbioma



puede ser considerado como un agente modulador en muchos procesos infecciosos (Salminen et
al. 2005; Clay 2014).

El estudio de las interacciones de los microorganismos ha cobrado importancia como un
mecanismo coevolutivo en la defensa contra patogenos (Clay 2014). En los anfibios, debido al
declive poblacional y consecuente pérdida de especies por la quitridiomicosis (entre otras
causas), este es un tema de interés prioritario (Chanson et al. 2012). La quitridiomicosis es una
enfermedad infecciosa causada por el hongo patégeno Batrachochytrium dendrobatidis (en
adelante Bd) (Berger et al. 1998; Berger et al. 1999; Longcore et al. 1999). La enfermedad
produce letargo, pérdida de apetito y cambios de comportamiento y finalmente la muerte debido a
un desequilibrio osmético que afecta el intercambio de iones a traves de la piel (Berger et al.
1999; Voyles et al. 2009; Campbell et al. 2012). Bd ha logrado vencer el desarrollado sistema
inmunoldgico de los anfibios, por esta razon, un gran numero de especies se han visto afectadas
(Fites et al. 2013; Rollins-Smith et al. 2015).

Varios estudios han demostrado el papel de las bacterias como inhibidoras del crecimiento de Bd
lo cual permite contrarrestar los efectos letales del patdgeno (Flechas et al. 2012; Woodhams et
al. 2014; Becker et al. 2015b). El descubrimiento de estos efectos de las bacterias cutaneas sobre
Bd, ha impulsado la investigacion orientada a generar una nueva alternativa de tratamiento contra
la quitridiomicosis, fundamentada en el aislamiento y la bioaumentacion de bacterias con
capacidad anti Bd (Harris et al. 2009; Woodhams et al. 2011; Bletz et al. 2014).

En este trabajo se usaron como modelo de estudio a Dendropsophus labialis y Rheobates
palmatus, dos especies de ranas andinas que co-ocurren con Bd en una charca en Caqueza pero
no manifiestan sintomas de la enfermedad. Este sistema ofrece un escenario ideal para entender
por qué estas especies pueden sobrevivir al patégeno. Para esto se realizd un aislamiento de
bacterias cutaneas usando dos medios de cultivo (agar nutritivo y agar avena). Cada morfotipo
fue purificado y conservado a -80°C. En total se aislaron 615 morfotipos que fueron identificados
usando espectrometria de masas en el sistema MALDI-TOF o mediante secuenciacion del gen
16S rRNA. Se encontrd que los géneros mas predominantes fueron Pseudomonas, Bacillus,
Chryseobacterium, y Arthrobacter. Se realizaron experimentos de antagonismo con el fin de
determinar cuéles bacterias presentaban actividad antifingica. En total 56 especies de bacterias



inhibieron el crecimiento del patégeno, 32 exclusivas de Rheobates palmatus, 15 en
Dendropsophus labialis y nueve en ambas especies.

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En las dltimas décadas se han reportado grandes disminuciones en las poblaciones de anfibios a

nivel mundial (Laurance 1996; Berger et al. 1998; Green 2003; Muths et al. 2003; Beebee y
Griffiths 2005). Factores como el cambio climético, contaminantes ambientales, modificacion del
habitat, introduccidn de especies y enfermedades producidas por patdgenos, son responsables de
la disminucion de las especies y poblaciones de anfibios (Alford y Richards 1999; Wake y
Vredenburg 2008; Hayes et al. 2010). Esto ha generado una pérdida que desestabiliza gravemente
los ecosistemas ya que dadas las diferencias funcionales que desempefian las larvas y los adultos
en sus microhabitats respectivos, la pérdida de una sola especie es comparable con la pérdida de
dos especies (Whiles et al. 2006).

Aunque varias razones son consideradas responsables de la desaparicion de los anfibios, los
reportes de muertes masivas en areas protegidas y/o sin problemas de pérdida de hébitat son
particularmente alarmantes (Berger et al. 1998; Berger et al. 1999). Las enfermedades
ocasionadas por patdgenos son en este momento uno de los principales focos de atencién por
parte de la comunidad cientifica (Belden y Harris 2007), y dentro de estas patologias se
encuentran las enfermedades infecciosas como el ranavirus y la quitridiomicosis (Muths et al.
2003; Beebee y Griffiths 2005; Belden y Harris 2007; Mendoza et al. 2015). La primera es
producida por un virus perteneciente a la familia Iridoviridae y aunque es considerada letal para
muchas especies, afecta relativamente pocas, siendo mas susceptibles las salamandras
pertenecientes a la familia Ambystomatidae y ranas de la familia Ranidae (Jancovich et al. 2001,
Pearman y Garner 2005; Latney y Klaphake 2013). La quitridiomicosis por otra parte, ha sido
relacionada con eventos de mortalidad masiva y sin precedentes afectando a una gran variedad de
familias en todos los continentes con mas de 500 especies reportadas a nivel mundial (Olson et
al. 2013). La enfermedad causada por Bd genera un desbalance osmético ocasionado por la
pérdida de permeabilidad epidérmica, que finalmente conduce a la muerte por paro cardiaco
(Berger et al. 1999; Belden y Harris 2007; Voyles et al. 2009; Baitchman y Pessier 2013).
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Ademés de esto, Bd afecta el sistema inmune del hospedero alterando la morfologia de los

linfocitos y generando una apoptosis de los mismos (Fites et al. 2013).

Se ha reportado que individuos de algunas especies de ranas son portadoras asintomaticas de la
infeccion (Daszak et al. 2004; Padgett et al. 2011). Existen varias hipotesis que pueden explicar
este hecho: i) que la cepa de Bd no sea patdgena (Rosenblum et al. 2013); ii) que condiciones
ambientales como la temperatura ayudan a controlar la capacidad de colonizacion y reproduccién
del patdgeno (Rowley et al. 2013) v iii) se atribuye la resistencia a la enfermedad a la microbiota
simbionte, que puede inhibir o retrasar el crecimiento del hongo (Woodhams et al. 2007; Becker
y Harris 2010; Flechas et al. 2012; Woodhams et al. 2015). Por lo tanto, el uso de
microorganismos cutaneos naturales parece prometedor como posible tratamiento contra la
quitridiomicosis (Becker et al. 2011; King et al. 2014; Woodhams et al. 2011). En este estudio se
usaron dos especies de ranas que conviven con el patdgeno a pesar de las altas tasas de infeccion.
Este sistema ofrece un escenario ideal para entender como poblaciones naturales pueden combatir
al hongo y de esta manera desarrollar mejores estrategias para contrarrestar los efectos letales del
patdgeno en especies neotropicales.

MARCO TEORICO

Importancia de los anfibios
Los anfibios son los vertebrados mas diversos con alrededor de 7,428 especies en el mundo

(AmphibiaWeb 2015). Colombia cuenta con 711 especies, siendo el segundo pais con mayor
diversidad después de Brasil (SiB 2014; AmphibiaWeb 2015). Los anfibios cumplen funciones
ecologicas muy especificas, a nivel de suelos pueden contribuir con los ciclos de nutrientes
manteniendo su disponibilidad y favoreciendo el reciclaje de elementos esenciales (Beard et al.
2002; Hocking y Babbitt 2014). De igual manera, al desarrollarse en dos medios (acuatico y
terrestre), presentan una gran eficiencia para convertir energia en biomasa y transmitirla a los
niveles siguientes de la cadena tréfica (Edwards et al. 2014; Hocking y Babbitt 2014). También
actian como predadores, por lo cual pueden ser controladores bioldgicos de insectos (Hammer y
McDonnell 2008; Cortéz et al. 2015). Ademéas pueden actuar como dispersores de semillas
(Hocking y Babbitt 2014) y aportan sustancias de importancia farmacéutica (Fox y Serrano 2007;
King 2011).
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Estado actual de las poblaciones de anfibios
Algunos autores mencionan que estamos experimentando la sexta extincion en masa (Wake y

Vredenburg 2008), debido a que el 43% de las especies se encuentran en algun tipo de amenaza a
nivel mundial: en peligro critico (CR), en peligro (EN) y amenazadas (VU) (Figura 1) (Whittaker
et al. 2012; Pimm et al. 2014). El Neotrdpico es la region méas preocupante, ya que hay més de
400 especies en peligro de extincién (AmphibiaWeb 2015). Solamente a nivel nacional el 25% de

las especies estan catalogadas en la condicion de peligro critico (SiB 2014),

"’{ Frg - Percentage Amphibian Species
> e “f‘ - & At Riskper Country
de de e de ol e
< ~ & .-,*p;a“ 5 &
M i S

Figura 1. Representacion geografica del porcentaje de especies en peligro critico, en peligro vy
amenazadas a nivel mundial. Tomado y modificado de Whittaker et al. (2012).

Los anfibios son un grupo especialmente sensible debido a que su piel suave y permeable, de
vital importancia para los procesos de osmorregulacién y respiracion, esta protegida solo con una
capa de moco que les permite detectar las sefiales ambientales y absorber oxigeno; esto los hace
especialmente susceptibles a los cambios en la calidad de agua y del aire como resultado de

diversos contaminantes (Campbell et al. 2012).

Principales amenazas a los anfibios
La disminucion en la poblacion mundial de este grupo se ha atribuido a diferentes factores

causales que pueden actuar de manera independiente o sinérgica (Collins y Storfer 2003; Hayles
et al. 2010). Dichos factores son: la pérdida de habitat (Cushman 2006), contaminacion con
agentes quimicos en los cuerpos de agua (Collins y Storfer 2003; Cushman 2006; Hamer y
McDonnell 2008), el aumento de la radiacion UV-B (Davidson et al. 2001; Davidson et al. 2002),
el cambio climatico global (Carey y Alexander 2003; D'Amén y Bombi 2009; Ochoa et al. 2012;
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Vittoz et al. 2013), la sobreexplotacion (Nystrom et al. 2007) y las enfermedades infecciosas
(Berger et al. 1999; Woodhams et al. 2005; Hayes et al. 2010; Martel et al. 2013).

Las enfermedades provocadas por micro-parasitos han cobrado la atencion en esta crisis que
sufren los anfibios, y que se han visto relacionados con muertes masivas y extinciones (Belden y
Harris 2007). Estas enfermedades tienen diferentes agentes causales, pueden ser de tipos virales,
bacterianos, y originados por trematodos y hongos, en donde las de tipo viral y flngico son las
que han generado mayores niveles de mortalidad (Latney y Klaphake 2013; Vitt y Caldwell
2014).

Las infecciones bacterianas producen una enfermedad comdnmente llamada la enfermedad de la
pierna roja que se caracteriza por la presencia de eritemas cutaneos y de los musculos
superficiales por la ruptura y dilatacion de los capilares (Poll 2009; Pessier 2014). Las causadas
por trematodos por su parte, son infecciones que inducen malformaciones generalmente en las
patas traseras de individuos post-metamorficos (Johnson et al. 2001; Hamann y Gonzéalez 2009).
Finalmente, se encuentran las enfermedades producidas por hongos, en las que se relaciona las
micosis causada por Saprolegnia ferax, un oomiceto parasito de peces que afecta los huevos de
varios anfibios (Kiesecker y Belden 2001; Groner et al. 2014; Urban et al. 2014). También se
encuentra la infeccién generada por Basidiobolus ranarum que ha sido relacionada con la
diminucién de poblaciones del sapo Peltophryne lemur (Crawshaw et al. 2014). Por Gltimo, la
quitridiomicosis que se ha hecho mas conocida por tener graves impactos sobre las poblaciones
de anfibios en varios lugares alrededor del mundo (Lips et al. 2006; Hayes et al. 2010; Witaker et
al. 2012). Esta enfermedad incluye a la infeccion causada por el ya mencionado Bd que se ha
reportado en mas de 500 especies de anfibios (Olson et al. 2013) y a Batrachochytrium
salamandrivorans que ataca exclusivamente a salamandras, sin embargo de este ultimo no existe

evidencia de que se encuentre en America (Martel et al. 2014; Yap et al. 2015).

Quitridiomicosis

La quitridiomicosis es una enfermedad infecciosa producida por Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd), un hongo del phylum Chytridiomycota (Longcore et al. 1999). Los anfibios son
especialmente vulnerables ya que necesitan mantenerse internamente en un estado hiperosmotico
con respecto al medio en el que se desarrollan, mediante una absorcion en contra del gradiente de

iones Na* por las células epidérmicas (Larsen 2011). La infeccién superficial por Bd bloquea los
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canales e inhibe la absorcion de Na™ a través de la piel, lo que lleva al agotamiento de electrolitos
plasmaticos y finalmente a la muerte por paro cardiaco (Voyles et al. 2009). En individuos sanos
se produce un proceso natural de muda de su capa celular superficial completamente
queratinizada, que se separa de la ldmina basal empujada por las nuevas células, posteriormente
mueren dentro de un proceso normal llamado ecdisis que puede variar segin la especie, sexo y
edad (Vitt y Caldwell 2014). Sin embargo en individuos infectados, la patologia altera este
proceso, generando una hiperplasia de células queratinociticas y una fusién de las capas de
queratina (queratosis), produciendo una pérdida considerable de la permeabilidad de la piel y por
lo tanto de su funcion osmorreguladora que conllevan a la muerte (Voyles et al. 2009; Kilpatrick
et al. 2010; Campbell et al. 2012; Baitchman y Pessier 2013).

Adicionalmente, la infeccién puede manifestar otras sintomatologias que incluyen letargo,
debilidad, pérdida del reflejo de enderezamiento, eritema cutaneo en particular en la region
ventral y las membranas interdigitales, posturas anormales, decoloracion, ulceracion y erosion del
estrato cérneo de la piel, inapetencia, ausencia de comportamiento de escape y una preferencia
por permanecer expuestos al sol (Berger et al., 1999; Kilpatrick et al. 2010; Baitchman y Pessier
2013). Finalmente la produccion de metiltioadenosina (MTA), triptéfano, y un producto oxidado
de triptéfano, quinurenina (Kyn) por parte del hongo inhibe a las células inmunoldgicas de los
anfibios (linfocitos T y linfocitos B) causando un aumento en el grado de infeccion (Fites et al.
2013; Mendoza et al. 2015).

Batrachochytrium dendrobatidis
Los quitridiales, son hongos poco evolucionados que carecen de hifas y producen zoosporas

flageladas moviles (Longcore et al. 1999). Estos hongos estan presentes principalmente en los
ambientes acuaticos o0 humedos y parasitan principalmente algas, plantas, protozoos o
invertebrados (Mutschmann 2015). De tal manera que Batrachochytrium esta cientificamente
reconocido como el Unico género que parasita vertebrados y parece ser especifico de anfibios
(Berger et al, 1998: Martel et al. 2013). Posee reproduccion asexual, en la cual las zoosporas dan
origen a un talo, dentro del que se desarrollan los zoosporangios, los cuales, tras un proceso de

maduracion liberan nuevamente las zoosporas al medio (Longcore et al. 1999).

El origen del hongo sigue siendo poco claro, se presentan dos hipdtesis: la primera refleja el
hecho de que Bd es un patégeno simbionte que coexistia con especies de ranas Xenopus spp. de

14



Africa y que pudo ser movilizado a través del comercio internacional de Xenopus lagevis, utilizada
anteriormente para realizar pruebas de embarazo en humanos (Rachowicz et al. 2005; Rosenblum
et al. 2013; Vredenburg et al. 2013). La segunda teoria es que Bd es una especie endémica y el
cambio en patogenicidad pudo ser el resultado de alteraciones ambientales (Weldon et al. 2004;
James et al. 2009). Sin embargo, estudios moleculares méas extensivos realizados recientemente,
proponen que la historia evolutiva es mucho mas compleja de lo que se piensa y que no se trata
de una sola cepa que se disperso por el mundo, sino que en realidad existen diferentes cepas, unas
mas antiguas que otras (Rosenblum et al. 2013). Por lo que posiblemente infectaba anfibios
mucho antes de lo que se reporta (Rosenblum et al. 2013). Ademas se ha planteado el hecho de
que produjo una recombinacion gendmica a partir de dos linajes independientes, lo cual dio
origen a Bd GPL una cepa muy virulenta, que produjo la pandemia que hoy conocemos (James et
al. 2009; Farrer et al. 2011; Velo et al. 2012).

Distribucion de Bd
En un contexto espacial se puede resumir que el hongo Bd ha sido encontrado en todos los

continentes en donde estan los anfibios (Oslon et al. 2013) y los declives mas draméticos han
sido reportados en Australia, América Central y Norte América (Berger et al. 1998; Olson et al.
2013, Lips et al. 2006) (Figura 2). Altitudinalmente, el hongo también ha demostrado un amplio
rango de tolerancia al reportarse desde los 5 metros de elevacion en la Isla de Gorgona en el
pacifico colombiano (Flechas et al. 2012) hasta los 5400 m en los Andes peruanos (Seimon et al.
2007).

Figura 2. Mapa que ilustra los
reportes de anfibios infectados por
’\ Bd. Relaciona la presencia de Bd
- con el numero de muestras
4 encontradas positivas en cada pais.
Tomado de http://www.bd-maps.net.

3 +ve Samples
| | | E=5

En Colombia, se han realizado investigaciones mediante el uso de técnicas histoldgicas (Ruiz y
Rueda 2008; Velasquez et al. 2008) y moleculares (Bahamon 2011; Urbina y Galeano 2011,
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Flechas et al. 2012, 2015) que han relacionado a Bd con disminuciones de los géneros Atelopus,
Hyloscirtus, Eleutherodactylus, Colostethus, Bolitoglossa, Gastrotheca, Dendropsophus,
Pristimantis y Leptodactylus, en los departamentos de Cundinamarca, Boyacd, Santander (Ruiz y
Rueda 2008; Velasquez et al. 2008; Bahamon 2011), Antioquia (Urbina y Galeano 2011) y
Choco (Flechas et al. 2015).

Mecanismos de defensa de los anfibios contra Bd
A la fecha se han descrito cuatro mecanismos de respuesta de tipo inmunoldgico y

comportamental ante la presencia de Bd que pueden explicar el hecho de que haya especies
susceptibles y otras tolerantes. En primera instancia se encuentra una respuesta inmunolégica no
especifica que involucra la sintesis de compuestos por las células granulares de la piel con
propiedades antimicrobianas incluidas la brevinina, esculentina, palustrina, ranalexina y
ranatuerina (Woodhams et al. 2006; Conlon et al. 2013). En segundo lugar se encuentra un tipo
de respuesta que se presenta en la segunda fase infecciosa (adaptativa), en la que se produce un
incremento de linfocitos T y B (Voyles et al., 2011). Un tercer mecanismo describe un aumento
en las tasas de ecdisis como método de eliminacion de las zoosporas del hongo (Padgett et al.
2011). Finalmente se considera una respuesta comportamental cuando los anfibios buscan
exponerse a zonas mas calientes para aumentar la temperatura corporal (fiebre comportamental) y
limitar el crecimiento del patdégeno (Woodhams et al. 2008; Voyles et al. 2010; Rowley et al.
2013).

Tratamientos para combatir la quitridiomicosis
AUln no existe un tratamiento contra la quitridiomicosis que sea eficaz en condiciones naturales.

Existen varias alternativas que incluyen bafios con antifingico como el itraconazol al 0,01%, que
ha sido ampliamente utilizado en distintas especies incluyendo algunas en peligro critico
(Woodhams et al. 2012). Este tratamiento aparentemente es seguro y efectivo, sin embargo
existen algunos reportes de toxicidad en renacuajos (Jones et al. 2012; Pessier 2012). También se
ha probado con otros antifungicos como el voriconazol, el cloranfenicol y la terbinafina, sin
embargo no han resultado 100% eficaces para erradicar el hongo, ademas pueden producir
efectos secundarios en los individuos afectados (Mofty 2000; Bishop et al. 2009; Martel et al.
2011; Muijsers et al. 2012; Young 2012).
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Debido a que el hongo produce un desbalance en la osmorregulacion, se realizan tratamientos que
contribuyan a la recuperacion de la funcién osmoregulatoria (Voyles et al. 2009; Kilpatrick et al.
2010; Campbell et al. 2012; Baitchman y Pessier 2013). Estos incluyen bafios con soluciones de
concentracion isotonica o ligeramente hipertonica como es el caso de la solucion de Ringer
(Young et al. 2012; Brannelly et al. 2015). Este tratamiento generalmente se maneja en paralelo
con otro tratamiento de eliminacion en donde también se usan soluciones de administracion oral
0 inyectable como la de Whitaker-Wright 12% (Brannelly et al. 2015). Los bafios con soluciones

de cloruro de sodio solo reducen el crecimiento y la motilidad de Bd (Young et al. 2012).

Probidticos como alternativa para el tratamiento de la quitridiomicosis
Se ha sugerido que las bacterias simbidticas presentes en la piel de los anfibios representan un

mecanismo de defensa contra Bd (Harris et al. 2009a; Harris et al. 2009b). Se sabe que existen
especies tolerantes que a pesar de estar infectadas no presentan sintomas y otras susceptibles que
presentan la sintomatologia tipica de la enfermedad (Padgett et al. 2011). Esta
resistencia/tolerancia puede explicarse por la presencia de bacterias con propiedades antifungicas
(Woodhams et al. 2007; Flechas et al. 2012; Beaker et al. 2015). Bacterias de los géneros
Acinetobacter, Arthrobacter, Brevundimonas, Chryseobacterium, Citrobacter, Curtobacterium,
Deinococcus, Elizabethkingia, Enterobacter, Microbacterium, Novosphingobium, Pseudomonas,
Sphingomonas, aisladas de la piel de individuos de diferentes especies de anfibios alrededor del
mundo han exhibido capacidad inhibitoria contra Bd (Flechas et al. 2012; Becker et al. 2015b;
Holden et al. 2015; Woodhams et al. 2015).

Otros estudios indican que Janthinobacterium lividum, una bacteria epidérmica productora de
violaceina (un metabolito antifungico), impidié la morbilidad causada por el patégeno en Rana
muscosa (Harris et al. 2009a). También se presentan reportes de que Pseudomonas reactans, una
bacteria aislada de salamandras de espalda roja (Plethodon cinereus) asintomaticas, se establecio
en la piel de otros individuos de la misma especie que fueron infectados experimentalmente con
Bd (Harris et al. 2009b). La presencia de estas bacterias disminuyd la morbilidad y efectos
colaterales de la quitridiomicosis (Harris et al. 2009b). Por otro lado, Becker y colaboradores
(2015a) experimentaron con una poblacion de Atelopus zeteki utilizando probidticos y Bd,
observando que la sobrevivencia de los infectados dependia de la composicion de la comunidad

bacteriana epidérmica.
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Aungue hay estudios que reportan que algunas bacterias simbiontes con actividad anti-Bd,
pueden presentar un amplio rango de hospederos (Lauer et al. 2007; Woodhams et al. 2007), el
tratamiento con probidticos epidérmicos no siempre ha mostrado los mejores resultados (Becker
et al. 2011). Por ejemplo, J. lividum tan eficiente en R. muscosa no resultd ser un buen probiético
al ser usado en A. zeteki de Panama. En este caso se presentd una mortalidad del 100%,
mostrando que la efectividad de las comunidades bacterianas puede variar segun las especies que

se quieran tratar (Becker et al. 2011).

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la actividad anti-Batrachochytrium dendrobatidis de la microbiota cultivable presente

en la epidermis de dos especies de ranas andinas: Dendrosophus labialis (Hylidae) y Rheobates

palmatus (Aromobatidae).

Obijetivos especificos
1. Aislar e identificar la microbiota bacteriana presente en la epidermis de Dendropsophus

labialis y Rheobates palmatus del municipio de Caqueza, Cundinamarca (Colombia).

2. Determinar la actividad anti-Batrachochytrium dendrobatidis de cada una de las bacterias

aisladas mediante ensayos de antagonismo.

3. Determinar las diferencias de la microbiota y su actividad anti-Batrachochytrium

dendrobatidis entre estadios de desarrollo y especies de anuros.

METODOS

Area de estudio y captura de los anuros
El muestreo se realizd en la laguna Las Brisas ubicada en el municipio de Cagueza en el

Departamento de Cundinamarca (04° 26' 12" N, 73° 55' 10" W, a 1950 msnm) a 56 km al este de
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Bogota. Los individuos fueron capturados manualmente o con el uso de una red. En total se
tomaron muestras de 24 individuos, contando con al menos un representante de cada uno de los
estadios (renacuajo, juvenil y adulto) de ambas especies (Dendropsophus labialis y Rheobates
palmatus). Los individuos fueron mantenidos individualmente en bolsas plasticas hasta la toma
de la muestra. Cada individuo fue manipulado con guantes nuevos, con el fin de evitar
contaminacion cruzada. Para cada individuo se registro la longitud rostro-cloacal y el peso. Todos

los individuos fueron liberados al finalizar la toma de la muestra.

Previo a la toma de la muestra, todos los animales se lavaron con 50 mL de agua estéril con el fin
de remover elementos acompafiantes y microorganismos transitorios que no pertenecen a la
microbiota propia del animal (Lauer et al, 2007). Para aislar los microorganismos epidérmicos, se
realizaron pases durante 30 segundos con hisopos estériles (MWE 113) por toda la superficie de
los individuos, segun el protocolo descrito por Kueneman et al. (2013). Los hisopos se
conservaron en crioviales con 1 mL de solucién DS (una solucion de sales débiles que simula
agua de la charca). Las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta ser procesadas en el

laboratorio (no més de 48 horas).

Aislamiento e identificacién de la microbiota bacteriana de la piel
Para el procesamiento de las muestras, se realizaron diluciones seriadas hasta 10° en solucion

DS. Con el fin de recuperar la mayor cantidad posible de morfotipos cada dilucién fue sembrada
en dos medios de cultivo: Agar R2A y agar avena suplementado con nistatina 0.1% para la
recuperacion de actinobacterias (Franco, 2008). Las placas de Petri se incubaron durante 48 horas
a 23°C (Flechas et al. 2012). Posterior al periodo de incubacidn, se realizd una seleccion de los
morfotipos microbianos teniendo en cuenta caracteres macroscopicos de las colonias, que en el
caso de las bacterias fueron el color, elevaciéon, forma y margen. Para las actinobacterias se
determinaron parametros como color de la colonia, la forma, el margen y los pigmentos

difusibles al medio.

Los microrganismos encontrados fueron aislados sucesivamente hasta obtener cultivos puros que
se criopreservaron a -80°C en glicerol al 30% para su posterior identificacion. Debido a que el
criterio de seleccion de las colonias segun sus caracteristicas macroscopicas pueden generar un
alto nimero de aislamientos repetidos entre los individuos o incluso entre las diluciones, se

requeria discriminar de forma efectiva las especies presentes y reducir la redundancia en el
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aislamiento. Para esto, la identificacion de las cepas se realizé utilizando espectrofotometria de
masas mediante la técnica de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz del inglés Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight (MALDI-TOF-MS). Para esto se reactivaron

las cepas en agar nutritivo y fueron incubadas por 24 horas a 30°C.

Partiendo de un cultivo puro, cada cepa fue extendida por duplicado sobre los pozos en una placa
de andlisis, con ayuda de un palillo. Posteriormente se adiciond la matrix que consiste en una
solucion saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 50% acetonitrilo y 2,5% é&cido trifluoro-
acetico. La lectura de las muestras se realizo en el equipo Microflex LT y se visualizo utilizando
el software de analisis FlexControl (version 3.0 Bruker Daltonics) y MALDI Biotyper RTC. Para
la calibracion de la lectura y como control positivo se utilizd una prueba estandar de un perfil
proteico conocido de Escherichia coli DH5 (BTS). El espectro de identificacién se produjo a
partir de 240 disparos de laser por duplicado y la comparacion de estos con la biblioteca de
espectros de masas del equipo (Bruker) que contiene 4110 espectros, obteniendo puntajes de
similitud. Este puntaje fue tenido en cuenta para la seleccion de la identidad de las bacterias
estudiadas de la siguiente manera: un puntaje >2,0 indica identificacion a nivel de especie,
puntaje entre 1,7-1,9 indica identificacion confiable s6lo a nivel de género, mientras que valores

<1,7 no permiten identificacion.

Identificacion de morfotipos no identificados con MALDI-TOF
Las cepas que no pudieron ser identificadas usando la biblioteca del MALDI (puntaje menor a

1,7) o que presentaban discordancias entre réplicas fueron identificadas mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA. Para la extraccion de ADN se tomd la muestra a partir de una
colonia de un cultivo puro con un palillo estéril y fue suspendido en 10 pL de agua libre de
DNAsas e incubado a 90°C durante 7 minutos, posteriormente se centrifugé a 8000 rpm por 1
minuto. Se tomaron 5 pL del sobrenadante y se diluyeron en 5 pL de agua libre de DNAsas. Se
realizd la amplificacion de una region del gen 16S de aproximadamente 1500 pb (Tabla 1),
usando los primers universales 27F (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5°-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane 1991). La mezcla se realizé en un volumen final de 25
pL. 0,5 pL de cada primer (1uM), 10 pL de agua, 12 pL de la Tag Green Master Mix lista para
usar y 2 pL de ADN. Los parametros del termociclador fueron: una desnaturalizacion inicial de
3 min a 95°C, seguido por 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 52°C y 90 s a 72°C.
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Por ultimo una extension final para completar la polimerizacion durante 7 min a 72°C. Los

resultados de la PCR se comprobaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar en MACROGEN, cada muestra con su
respectiva secuenciacion de los primers forward y reverse, con el fin de obtener una secuencia
consenso las cuales fueron ensambladas y limpiadas utilizando el software Sequencher 5.1 para
finalmente ser comparadas en la base de datos SILVA con el parametro SILVA predeterminado
por la misma base de datos que compara con las especies cultivables. Las identificaciones se

hicieron teniendo en cuenta el E-value y el score arrojado.

Determinacion de la actividad anti-Bd mediante pruebas de antagonismo
Luego de la identificacion de las especies de bacterias, se clasificaron segn su presencia en cada

especie y por estadio, de tal manera que una misma especie podia ser probada méas de una vez
dependiendo de si se encontraba en dos o en los tres estadios y en una o0 ambas especies. En total

se realizaron 162 ensayos.

Las bacterias se incubaron en caldo TGhL diluido a la mitad — TGhL 0.5X (5 g de triptona, 2 g de
hidrolizado de gelatinay 1 g de lactosa en 1 L de agua) en shaker a 250 rpm, 25°C por un periodo
de 48 horas. Posteriormente, para la obtencion de los extractos se agregaron aproximadamente
20-30 perlas de 0.5 mm de didmetro y fueron pasadas por vortex durante 3 minutos, esto con el
fin de causar la lisis mecénica de las células y poder recuperar los metabolitos intracelulares y los
liberados al medio. Las muestras fueron centrifugadas a 6000 rpm durante 5 minutos a una
temperatura de 4°C, se recuper? el sobrenadante y se pas6 por un filtro de capsula de 0.22 um. El
filtrado de cada bacteria, fue dispuesto en tubos Eppendorf de 1.5 mL para finalmente realizar
diluciones seriadas de este extracto, la primera 1/5 y la segunda 1/25 (Figura 3).

B0 pL 60 pl

T¥§

VE: 300 pL VE: 300 uL.
conrenirado DiIn: 15 Din: 1125

Figura 3. Esquema de las diluciones realizadas a partir del extracto obtenido del filtrado.
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Para los ensayos de antagonismo se utilizo la cepa de Bd EV001 (Flechas et al. 2013), aislada de
Rheobates palmatus colectada en la misma localidad donde se desarrollo este estudio. La cepa Bd
EVO001 fue reactivada previamente en agar TGhL 0.5X. Para los ensayos, se observaban las cajas
al microscopio de luz en aumento de 10X, en donde se confirmaba que el hongo se encontrara en
un estado reproductivo activo (esporulado). Las cajas con mayor actividad eran raspadas y el
hongo era resuspendido en el mismo medio (TGhL 0.5X), para luego ser filtrado usando papel
Whatman que permite el paso de las zoosporas y retiene los zoosporangios. De esta manera se
obtuvo una suspension concentrada de zoosporas, que posteriormente se contaba en camara de

Neubauer para verificar que el hongo estuviera a una concentracion de 108 zoosporas/mL.

El montaje se realizé por triplicado en placas de Elisa afiadiendo 50 pL de suspension de
zoosporas a una concentracion de 1 x 108 zoosporas/mL, 50 pL del extracto bacteriano en las
diferentes concentraciones mencionadas hasta completar un volumen final de 100 pL en cada
pozo. Se tuvieron en cuenta cuatro controles: el control positivo consistia en 50 pL del hongo
vivo + 50 pL de medio TGhL 0.5X; el control negativo consistia de 50 pl de zoosporas muertas
(90 °C durante 15 minutos) + 50 pL del medio TGhL 0.5X y el Gltimo control que tenia
Unicamente 100 pL del medio TGhL % en los pozos A: 1-12 y H: 1-12 de la placa considerando
el efecto de borde (Figura 4). Las placas fueron leidas a las 0, 24, 48 y 72 horas y a los 7 dias de
realizado el montaje. La lectura se efectuo en lector de microplacas BIO-RAD 680 a una longitud
de onda de 490 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 CONVENCIONES

» Control del medio.

e Control negativo.

o Control de metabolitos bacterianos

e Control positivo.

® Microensayo bacteria 1
Microensayo bacteria 2
Microensayo bacteria 3
Microensayo bacteria 4
Microensayo bacteria 5
Microensayo bacteria 6

® Microensayo bacteria 7

I: Metabolito concentrado

II: Metabolito diluido 1/5

III: Metabolito 1/25

Figura 4: Esquema de la disposicion de los microensayos en las placas de Elisa, representada con colores
seglin los componentes. En donde: control del medio=TGhL 0,5X (100uL), control negativo=50uL de
zoosporas muertas + 50uL de TGhL 0,5X, control de metabolitos bacterianos=100 pL del metabolito
concentrado, control positivo=50 pL de zoosporas + 50 pL de TGhL 0,5X y los microensayos=50 pL de
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. . . ., 6
metabolito bacteriano + 50 L de zoosporas vivas en una concentracion de 10 zoosporas/mL. Cada color
representa el metabolito de una bacteria diferente. Los nimeros romanos indican las diferentes diluciones.

Prueba de antagonismo por enfrentamiento directo

Debido a algunos inconvenientes que se tuvieron con la realizacion de microensayos en placas de
Elisa, se realizd el montaje de 40 bacterias por enfrentamiento directo. Para esto se prepard un
cultivo del hongo en 50 mL de caldo TGhL 0.5X, a partir del cual se tom6 1 mL y se dispuso en
placas de Petri que contenian 25 mL de medio sélido TGhL 0.5X. Con movimientos circulares se
extendié la suspension sobre la superficie del agar, de manera que el hongo creciera
uniformemente en la placa. Se dej6 secar a temperatura ambiente en cdmara de flujo laminar y
posteriormente se sembr6 una colonia bacteriana aislada de cultivo puro con ayuda de un palillo
estéril, trazando una linea horizontal sobre la superficie de la caja. La lectura se realizd 7 dias
después del montaje, observando la presencia de halos de inhibicién del hongo alrededor de la

colonia bacteriana.

Andlisis de datos
Se calcularon indices de diversidad de Shannon y Simpson con sus respectivos intervalos de

confianza (95%) mediante la técnica del Bootstrap para establecer si existen diferencias en la
diversidad de las comunidades bacterianas presentes en los estadios de ambas especies, usando el

software PAST para Windows version 3.10.

Para determinar si los datos tenian una distribucion normal, se utilizé el software SPSS version
18.0, y se realizé la prueba de Shapiro-Wilk en donde no se obtuvieron valores de p mayores a
0,05 en todos los casos. Por lo que se procedio a utilizar estadistica no paramétrica al realizar la
prueba de Kruskal-Wallis que establece diferencias significativas entre las variables cuando el
valor de p es menor a 0,05. Esto se realizd con el fin de determinar si existian diferencias
significativas entre las especies bacterianas que inhibieron para las especies de anuros y sus
respectivos estadios. Para la realizacion de las gréficas se utilizo la hoja de calculo de Microsoft

Excel 2013 para Windows.
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RESULTADOS
Registro de los individuos capturados

En total se capturaron 24 individuos de ambas especies. Para Rheobates palmatus se hicieron

frotis de 5 adultos, 5 juveniles y 5 renacuajos. Para Dendropsophus labialis se realizaron frotis de

5 adultos, 1 juvenil y 3 renacuajos. De todos los individuos, exceptuando los renacuajos se

registro la longitud rostro-cloacal y el peso (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los individuos que fueron muestreados

Aislamiento e identificacién de la microbiota bacteriana de la piel
En total se aislaron 615 morfotipos de bacterias, 468 a partir de medio R2A y 147 de medio

Especie Estadio I.\Iurhe.ro de | Longitud r_ostro- SD (mm) | Peso ([1,9) | SD(g)
individuos cloacal ([], cm)

Adulto 5 3,17 0,75 3,22 0,09

R. palmatus | Juvenil 5 0,77 0,23 2,01 0,26
Renacuajo 5 N.A N.A N.A N.A

Adulto 5 1,67 0,24 2,51 0,24

D. labialis Juvenil 1 0,62 N.A 2.0 N.A
Renacuajo 3 N.A N.A N.A N.A

Total individuos 24

avena. Fueron identificadas 93 especies pertenecientes a 35 géneros (Tabla 2). Las especies con

mayor prevalencia fueron aquellas pertenecientes a los géneros Pseudomonas (22% de las

especies), Bacillus (8%), Arthrobacter (5%) y Chryseobacterium (4%). Mientras que el género

cuya Unica especie encontrada fue Janthinobacterium lividum, asociada a un Unico individuo

juvenil de R. palmatus (Figura 5 y 6). El listado completo de las bacterias identificadas se

encuentra en el anexo 1.
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Especies de bacterias/género (%) presentes en R. palmatus
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Figura 5: Porcentaje de géneros de bacterias encontradas en cada estadio de R. palmatus.

Especies de bacterias/género (%) presentes en D. labialis

Larva Juvenil Adulto
Estadios
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m Ewingella = Microbacterium = Pantoea u Pseudomonas u Raoultella
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Figura 6: Porcentaje de géneros de bacterias encontradas en cada estadio de D. labialis.

Pseudomonas fue el género con mayor nimero de especies encontradas en todos los estadios de
las dos especies de ranas. Particularmente, los renacuajos de R. palmatus y los adultos de D.

labialis fueron los que presentaron un mayor nimero de especies de Pseudomonas independiente
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de los otros estadios (Figura 7). Se realiz6 una comparacion de las especies encontradas entre los
estadios y se encontrd que P. extremorientalis se encuentra presente en todos los individuos de D.
labialis, mientras que P. koreensis fue encontrada en todos los estadios de ambas especies de

ranas a excepcion de la etapa adulta de R. palmatus (Figura 7).

Renacuajo Juvenil Renacuajo Juvenil

2
(12.5%)
P. fluy P. kor

2
(12.5%)
P.sp.yP. tol

2
(18.2%)
P. chl, P. cor

1
(6.3%)
P. rho

6
(54.5%)
P. ant, P. azo, P. bra
P. ges, P, tol, P. van

Adulto Adulto

Figura 7: Diagramas de Venn gue muestran las especies de Pseudomonas que comparten los estadios de
cada especie (A: R. palmatus, B: D. labialis). En donde las especies estan sefialadas por las tres primeras
letras que componen su nombre: P. abietaniphila=P. abi, P. antarctica=P. ant, P. azotoformans=P. azo,
P. brassicacearum=P. bra, P. chlororaphis=P. chl, P. corrugata=P. cor, P. extremorientalis=P. ext, P.
fluorescens=P. flu, P. fuscovaginae=P. fus, P. gessardii=P. ges, P. jessenii=P. jes, P. kilonensis=P. kil,
P. koreensis=P. kor, P. orientalis=P. ori, P. putida=P. put, P. rhodesiae=P. rho, Pseudomonas sp=P. sp.,
P. thivervalensis=P. thi, P. tolaasii=P. tol, P. vancouverensis=P. van.

Anélisis de diversidad
Se aplicaron indices de diversidad de Shannon y Simpson a las comunidades bacterianas, en los

que se observo (para ambos indices) que D. labialis en el estadio adulto es la que presenta la
mayor diversidad, mientras que la que presentd menor diversidad fue D. labialis en estadio
renacuajo (Figura 8 y 9). Es posible identificar que D. labialis en estadio adulto, presenta
diferencias significativas en términos de diversidad microbiana con D. labialis en estadio
renacuajo y R. palmatus en estadio adulto, este ultimo es claro solo segun el indice de diversidad
de Shannon (Figura 9). El estadio juvenil para D. labialis no se tuvo en cuenta para este analisis
pues sélo se realizo la captura de un individuo.
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Diversidad de Simpson en diferentes
estadios de R. palmatus y D. labialis
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Figura 8: Diversidad de Simpson para la composicion bacteriana de las especies R. palmatus y D. labialis
en los diferentes estadios de desarrollo: renacuajo, juvenil y adulto.

Diversidad de Shannon en diferentes
estadios de R. palmatus y D. labialis
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Figura 9: Diversidad de Shannon para la composicion bacteriana de las especies R. palmatus y D. labialis
en los diferentes estadios de desarrollo: renacuajo, juvenil y adulto.

Bacterias con efecto de inhibicion contra Bd
De los 162 ensayos de antagonismo 84 inhibieron a Bd (52%) y 78 no inhibieron (48%). Este

resultado se determind a partir de los valores de absorbancia obtenidos como una medida de
crecimiento del hongo. Comparando las absorbancias de control positivo versus las obtenidas en
pozos en los que se expuso Bd con los diferentes metabolitos bacterianos. Se encontro que 56
especies de las 93 que fueron identificadas, presentaron efecto inhibitorio (52%) dentro de las

cuales estan: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Chryseobacterium joostei,
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Janthinobacterium lividum, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas

putida, Raoultella terrigena entre otras (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de bacterias que presentaron inhibicién en uno o mas estadios de las especies R.
palmatus y D. labialis.

Especie de bacteria R. palmatus D. labialis

Adulto Juvenil Renacuajo Adulto Juvenil Renacuajo

Acinetobacter calcoaceticus X

Acinetobacter johnsonii X

Acinetobacter junii X

Aeromonas hydrophila X X X

Arthrobacter gandavensis X

Arthrobacter oxydans X X

Bacillus cereus X X X

Bacillus circulans X X

Bacillus megaterium X X

Bacillus sonorensis X

Bacillus sp. X

Bacillus subtilis X X

Brevundimonas sp. X

Brevundimonas vesicularis X X

Chryseobacterium hagamense X

Chryseobacterium joostei X X X

Chryseobacterium sp. X X

Citrobacter freundii X

Citrobacter koseri X

Comamonas sp. X

Curtobacterium luteum X

Delftia acidovorans X

Enterobacter amnigenus X X

Enterobacter asburiae X

Enterobacter cloacae X

Enterobacter cowanii X

Herbaspirillum huttiense X

Janthinobacterium lividum X

Microbacterium resistens X

Pantoea agglomerans X X

Pseudomonas antarctica X

Pseudomonas azotoformans X
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Pseudomonas brassicacearum

Pseudomonas chlororaphis X

Pseudomonas corrugata X

X | X | X | X

Pseudomonas fluorescens X

Pseudomonas jessenii X

Pseudomonas kilonensis

x

Pseudomonas koreensis X X

Pseudomonas putida X X

Pseudomonas sp. X X

Rahnella aquatilis X

Raoultella ornithinolytica X X X

Raoultella terrigena X X

Rhodococcus erythropolis X

Serratia fonticola X

Serratia sp. X X

Sphingomonas aerolata X

Sphingomonas trueperi X

Staphylococcus epidermidis X

Staphylococcus sciuri X X

Stenotrophomonas ehizophila X

Stenotrophomonas maltophilia X

Stenotrophomonas sp. X X

Variovorax sp. X

Vogesella sp. X

Total especies por estadio 17 13 25 11 7 11

En términos generales los microensayos en placas de Elisa, sugieren dos efectos diferentes de los
metabolitos bacterianos sobre Bd. El primero fue el de inhibicién parcial del crecimiento, cuando
la absorbancia registrada en los pozos de Bd + metabolito es menor a la absorbancia del control
positivo (Figura 10A). En segundo lugar, se evidencié un efecto promotor del crecimiento del
hongo, obteniéndose una absorbancia mayor con respecto al control positivo (Figura 10B).
Finalmente se present6 un tercer escenario en el que las absorbancias registradas en los ensayos
eran muy similares al control positivo (Figura 10C), considerdndose que los metabolitos
bacterianos no causaron ningln efecto en el hongo. Para los dos primeros casos fue posible
observar un efecto diferencial en las concentraciones usadas, siendo mayor en cualquier caso

cuando el metabolito se encontraba méas concentrado.
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Figura 10: Ejemplos de cada uno de los escenarios que se presentaron en las pruebas de antagonismo en
placas Elisa, en las horas 48 y 72 para cada caso, donde A ejemplifica el efecto de inhibicion sobre Bd, B
el efecto de promotor de crecimiento de Bd y C, la ausencia de efecto en Bd.

En cuanto a las bacterias que se probaron por enfrentamiento directo, se consideré como efecto
de inhibicion cuando se presentaba un halo de inhibicion de crecimiento del hongo alrededor de
la colonia bacteriana (Figura 11).
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Figura 11: Fotografia de las pruebas de enfrentamiento directo donde A corresponde a Serratia sp., que
produjo halo de inhibicion frente a Bd. B corresponde a Staphylococcus sciuri que no produjo halo de
inhibicion.

Diferencias entre las bacterias que inhiben Bd

La prueba de Kruskal-Wallis, indicé que existen diferencias significativas entre las especies
bacterianas que inhiben en R. palmatus en estadio de renacuajo con respecto a R. palmatus en
estadio juvenil (p<0.05). De igual manera todos los estadios de D. labialis presentaron
diferencias con respecto a los de R. palmatus (con valores de p de 0,0048 para el estadio adulto,

0,0002 para el estadio juvenil y 0,0048 para el estadio renacuajo).

DISCUSION
Las relaciones entre las comunidades microbianas y sus hospederos pueden ser muy complejas y

estin moduladas por factores como la genética del hospedero, la historia de vida,
comportamiento, condiciones del ecosistema y la ontogenia (Ding y Schloss 2014). En este
estudio se encontr6 de manera predominante geéneros como Pseudomonas, Bacillus,
Chryseobacterium, y Arthrobacter, los cuales han sido reportados en otros estudios realizados en
diferentes especies de salamandras y ranas (Lauer et al. 2008; Mckenzie et al. 2012; Belden et al.
2015; Woodhams 2015). Ademas se encontraron con menos frecuencia especies de los géneros
Acinetobacter,  Stenoptophomonas, Janthinobacterium, Enterobacter, Comamonas vy
Flavobacterium, que han sido descritos en otras especies de anuros como simbiontes epidérmicos

comunes (Woodhams et al. 2015).
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Se encontraron diferencias entre los estadios adulto y renacuajo de D. labialis, este resultado
concuerda con investigaciones previas, en las que se reporta que la composicion de las
comunidades microbianas difiere entre estadios de desarrollo (Kueneman et al. 2013). Esto puede
deberse a las diferencias ambientales que enfrentan, pues los renacuajos se desarrollan en cuerpos
de agua con componentes microbianos diferentes que pueden incidir en la presencia de
determinadas especies bacterianas (McKenzie et al. 2012). Ademéas se deben considerar los
cambios estructurales e inmunoldgicos que se producen en la piel de los anfibios durante la
metamorfosis (Rollins-Smith 1998, Faszewski et al. 2008), ya que estos pueden ser un factor que
explica las diferencias en la composicion microbiana entre estos estadios (Kueneman et al. 2013;
Longo et al. 2015).

Por otra parte, se presentaron diferencias significativas en la diversidad de Shannon entre el
estadio adulto de D. labialis y adulto de R. palmatus, este mismo resultado no se observa
claramente en el indice de Simpson. Puede ser debido a que Shannon estd asociado a la
probabilidad de que un individuo con determinada identidad especifica sea seleccionado
aleatoriamente en una comunidad (Jost 2006; Chao et al. 2013), por lo que le otorga mayor valor
a una especie extrafia o poco abundante, mientras que el indice de Simpson se ve méas afectado
por las especies mas dominantes (Ramirez-Gonzalez 2005). Es decir, la estructura de la

comunidad microbiana en ambas especies difiere significativamente.

Estas diferencias en las composiciones bacterianas entre especies concuerdan con investigaciones
en las que se utilizo tecnologia molecular avanzada mediante pirosecuenciacion con codigo de
barras del gen 16S rRNA para establecer la totalidad del microbioma bacteriano en varias
comunidades de anfibios (McKenzie et al 2012), al igual que estudios de microbiota cultivable en
donde se observa una gran variabilidad entre las especies encontradas en cuatro especies de
anfibios (Walke et al. 2015). Ademas, la piel de los anuros puede variar por la presencia de
péptidos antimicrobianos, secreciones mucosas y los niveles de desprendimiento de la piel, los
cuales pueden afectar el establecimiento y mantenimiento de las comunidades microbianas
residentes (Meyer et al. 2012; Walke et al. 2014).

Por el contrario, se encontré que no se presentan diferencias significativas en los indices de
diversidad entre ningun estadio de la especie R. palmatus. Sin embargo, especies de

Chryseobacterium y Citrobacter fueron identificadas Unicamente en individuos adultos de R.
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palmatus. Aunque no se conocen con claridad los mecanismos de adquisicion de comunidades
Unicas de la piel, existen dos posibles escenarios que explican las diferencias en la diversidad
entre estadios: el primero incluye la transmision vertical (de padres a hijos), puesto que ha sido
comprobado que los padres pueden transmitir microbiota simbionte en la rana cristal
(Hyalinobatrachium colymbiphyllum) (Walke et al. 2011). El segundo escenario considera la
exposicion a una variedad de fuentes ambientales (agua, sedimentos, algas, invertebrados,
materia organica), propician la adquisicién de ciertos microorganismos (Lauer et al.2008; Loudon
et al, 2013; Walke et al. 2014). Este ultimo mecanismo en R. palmatus es determinante, ya que la
especie, al menos en la localidad de estudio es frecuentemente encontrada dentro del agua a lo
largo de su ciclo de vida, lo que podria contribuir a que se mantenga cierta similitud entre la
microbiota presente entre los diferentes estadios (Cortés 2014). Sin embargo, este ultimo es
discutible pues en estudios anteriores, las comunidades bacterianas encontradas en las especies no
suelen coincidir con las encontradas en el ambiente en el que se desarrollan (McKenzie et al.
2012).

En el sitio donde se desarrollé este estudio el hongo ha sido detectado en las dos especies de
anuros desde hace por lo menos siete afios y se sabe que la prevalencia de la infeccion es para
estas especies de anuros cercana al 40% (comunicacion personal). De los 24 individuos usados
para este estudio, fueron detectados tres infectados con el hongo, un juvenil de R. palmatus y dos
adultos de D. labialis. Dado que las especies de anfibios llevan bastante tiempo conviviendo con
el patégeno, se puede explicar que haya un gran nimero de bacterias que presentaron actividad
anti-Bd (52% de las especies identificadas), pues se ha demostrado que la las tasas de
supervivencia frente el hongo pueden depender de la composicion de la microbiota epidérmica
(Becker et al. 2015a). Ademaés la prevalencia de estas bacterias favorables se considera un
mecanismo coevolutivo en respuesta a la presencia constante del hongo, como ha sido reportado
en poblaciones de la especie de rana de patas amarillas (Rana muscosa), en donde las poblaciones
de ranas que han convivido por mas tiempo con el patégeno, tienen mayor proporcion de
bacterias con actividad anti-Bd (Woodhams et al. 2007; Lam et al., 2010).

Dentro de las especies bacterianas que presentan esta capacidad de inhibicion, se encuentran con
mayor frecuencia las especies del género Pseudomonas y Bacillus, que han demostrado con

anterioridad ser géneros predominantes con actividad anti-Bd en la microbiota de ranas
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(Woodhams et al. 2007; Flechas et al. 2012) y salamandras (Lauer et al. 2008). También se
encontrd a Janthinobacterium lividum, que ha sido considerado como el caso Unico caso efectivo
de bioaumentacion para el tratamiento de la enfermedad (Harris et al. 2009a). Sin embargo, para
esta investigacion estuvo asociada a un Gnico individuo de estadio juvenil de R. palmatus y
dentro de los 615 morfotipos obtenidos solo se recuperd una vez y en las pruebas de antagonismo
no se destacé por presentar un alto y duradero efecto de inhibicién. Por lo que la cepa recuperada

en este caso no necesariamente seria la mejor estrategia de tratamiento probidtico.

Los modelos de accion inhibidora suceden muy probablemente a través de la produccion de
antibioticos, pero otros componentes tales como bacteriocinas (péptidos producidos por
bacterias), productos de la degradacion bacteriana de nutrientes como &cidos organicos, lisozimas
y proteasas también pueden aumentar el efecto observado (Alabama. 2000); sin embargo este
efecto en muchos casos fue disminuyendo con el tiempo observandose con claridad a las 48
horas, pero no a las 72, por lo que se asocia con que se tenia un metabolito finito o0 que no se
encontraba en la concentracion necesaria para inhibir la totalidad de los propagulos del hongo y
al agotarse permitio el crecimiento del hongo. En contraste la promocién del crecimiento de Bd
puede ocurrir cuando los metabolitos bacterianos sirven como nutrientes o a través de efectos
hormesis, donde las concentraciones muy bajas de antibidticos promueven el crecimiento que es

inhibido por concentraciones mas altas (Southam y Ehrlich 1943, Stebbing 1982).

Para el caso en el gque no se presentd ningln efecto sobre el crecimiento del hongo, no se descarta
la posibilidad de que realmente se presente un efecto de inhibicién. Probablemente las 48 horas
que se dej6 crecer cada bacteria no fue suficiente en algunos casos para que se produjera una
adecuada cantidad de metabolitos y que se evidenciara un efecto inhibidor. Desafortunadamente
para este estudio no se realizo la cuantificacion del extracto bacteriano inicial, lo cual deja abierta
la posibilidad de que lo que se ha considerado como sin efecto, sea solamente un efecto de la baja
cantidad de metabolitos. Es sabido que los antimicrobianos bacterianos tienen un rango de accién
que depende de la concentracion a la que sea expuesto el hongo. Tal es el caso de la violaceina
producida por J. lividum que requiere una concentracién de 18microM para que exista un efecto
letal (Becker et al 2009).

Llama especialmente la atencion las diferencias que se presentaron en las comunidades

bacterianas. A pesar de que los diferentes estadios de la especie R. palmatus presentaron una
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composicion bacteriana similar y no presentaron diferencias significativas en términos de
diversidad, las especies con actividad anti-Bd fueron diferentes para cada uno. Es decir, las
especies que cumplen un efecto en la inhibiciéon de Bd, varian en cada estadio; esto implica que
en varias ocasiones una misma especie de bacteria no presentd inhibicion en todos los estadios en
los que fue encontrada. Este resultado concuerda con un estudio realizado en salamandras en el
que la diversidad de especies bacterianas epidérmicas era aparentemente baja pero con una alta
actividad antifungica (Lauer et al. 2008).

El estadio juvenil de R. palmatus fue el que presentd la mayor cantidad de bacterias con
capacidad de inhibicion. En lo que se sabe de estas especies, el estadio juvenil es el que mayor
prevalencia de infeccion presenta, y aun asi no se ha visto una disminucién en su poblacion, por
lo que la alta frecuencia de recuperacién de bacterias con actividad anti-Bd podrian explicar que
esta poblacién persista (Mckenzie et al 2012). Mientras que en el estadio juvenil de D. labialis
fue la que presentd menor cantidad de bacterias con efecto antagonico, esto puede deberse a que
otra manera que usan los anfibios para controlar el patdgeno es exponerse al sol para elevar su
temperatura corporal provocando una fiebre comportamental que ayuda a controlar la infeccion
por la muerte de las zoosporas por calor (Voyles et al. 2010; Rowley et al. 2013). Este
comportamiento es comunmente reportado para D. labialis (Loddecke 1995; Navas 1996) de tal
manera que puede tratarse de dos mecanismos que actlen sinérgicamente es esta especie para

limitar el crecimiento del patgeno.

De igual manera, el hecho de que ambas especies de anuros presenten bacterias simbiontes
similares y su actividad contra el patdgeno sea diferente, puede explicarse por el hecho de que se
ha demostrado que las comunidades bacterianas co-evolucionan estrechamente con su hospedero
segun las condiciones bajo las cuales se encuentre y pueden diferenciarse en subespecies o0 cepas

diferentes con el tiempo (Steinert et al, 2000).

En conclusion, este estudio permitié realizar una descripcion de la microbiota cultivable presente
en la piel de ranas que cohabitan con Bd, estableciendo que los géneros mas abundantes fueron
Pseudomonas, Bacillus, Chryseobacterium, y Arthrobacter para ambas especies. No se
presentaron diferencias en la diversidad entre los estadios de R. palmatus pero si entre los
evaluados de D. labialis. Del total de bacterias encontradas en la piel de las ranas,

aproximadamente el 52% presentaron actividad antifungica. Pese a que la composicion de la
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microbiota bacteriana no fue significativamente diferente entre ambas especies de anuros y sus
estadios, las especies que tienen un efecto de inhibicion sobre Bd, si varian en cada estadio,
encontrandose para este estudio, que los juveniles de R. palmatus presentaron la mayor cantidad

de bacterias con actividad anti-Bd.

RECOMENDACIONES
Se sugieren mas estudios que permitan determinar los mecanismos de adaptacion y

establecimiento de la microbiota epidérmica si se piensa en un tratamiento con microorganismos

para combatir la quitridiomicosis.

Se sugiere continuar en el proceso de estandarizacion de los microensayos en placas de Elisa,
incluyendo mayor cantidad de controles positivos y agregando un control positivo para la
inhibicion en el que se exponga a Bd con los metabolitos bacterianos de una bacteria que haya

presentado un efecto de inhibicion comprobado.

Se recomienda para proximas investigaciones tener en cuenta la cuantificacion de las

extracciones con el fin de establecer una concentracion minima inhibitoria contra el patdgeno.
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ANEXOS

Listado de secuencias consenso obtenidas mediante la secuenciacion del gen 16S.

ID: 1

Chryseobacterium
ACCCCAGACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGAT
TACTAGCGATTCMAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCGAGATTCGCATCACA
TCGCTGTGTAGCTGCCCTCTGTACCGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGACGTAAGGGCCGTGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCTCAACTGAATGTTAGCAACTAGTGACAGGGGTTG
CGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAAATGTCCGAA
GAAGGATCTATTTCTAAATCTGTCATTTCCCATTTAAGTCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATA
ATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGCTAACTTATCA
CTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAACCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTAAAACATAGTGACCTGCCTTCGCAATTGGTGTTCTAAGTAAT
ATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCCACTTCTACTTTACTCAAGACCTGCAGTATCAATGGCAGTTTCAT
AGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTT
GCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGTATAGTACCTTCAGCTACTCTCACGAG
AGTAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCCGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCTGGATCAGGCTC
TCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGATCACC
CTCTCAGGCCCCCTAAAGATCACTGACTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGCGTGCCCATCTCTAT
CCACCGGAGTTTTCAATAATCAATGATGCCATCAATTATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAAGGCTATCCCCCT
GATAAAGGTAGGTTG

ID: 6

Chryseobacterium
TCACCGACTTCAGGTACCCCAGACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCA
TGGCTGATGCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCAGCTTTC
GAGATTTGCATCACGTCACCGTGTAGCTGCCCTCTGTACTGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGGCGTAAGGGCC
GTGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTYTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCCCAACTTAATGATGGCAA
CTAGTGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCT
TGAAAAATGTCCGAAGAAAAGTCTATTTCTAAACCTGTCATTTCCCATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATC
GAATTAAACCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAG
GTGGCTAACTTATCACTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAATCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTGTTGCTTAGTAACCTGCCTTCGCAATTG




GTGTTCTAAGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCTACTTCAACAACACTCAAGACCTGCAGTAT
CAATGGCAGTTTCACAGTTAAGCTGTGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAA
ATCCGGATAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGTATAGTACCTTC
AGCTACCCTCACGAGAGTAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCAGTCGTCCTTCACGCGGGAT
GGCTGGATCAGGCTCGCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCA
GTGTGGGGGATCACCCTCTCAGGCCCCCTAAAGATCGCAGACTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTATCTAATCTTGC
GCGTGCCCATCTCTATCCACCGGAGTTTTCAATTTAAAATGATGCCATTCTAAATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCG
AAAGGCTATCCCCCTGATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGTACGCCGCTCTCAAGATCCCGAAAGATCTC
TA

ID: 98

Chryseobacterium
ACTTCAGGTACCCCAAACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTG
ATGCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCGAGATT
CGCATCCTATCGCTAGGTAGCTGCCCTCTGTACCGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGGCGTAAGGGCCGTGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCCCAACTGAATGATGGCAACTAGTG
ACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAA
ATTGTCCGAAGAAAAGTCTATTTCTAAACCTGTCAATTCCCATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATT
AAACCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGC
TAACTTATCACTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAACCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTAAAACATAGTGACCTGCCTTCGCAATTGGTGT
TCTAAGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCCACTTCTACTTTACTCAAGACCTGCAGTATCAAT
GGCAGTTTCATAGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCC
GGATAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGTATAGTACCTTCAGCT
TTCCACACGTGGAAAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCCGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCT
GGATCAGGCTCTCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGT
GGGGGATCACCCTCTCAGGCCCCCTAAAGATCACTGACTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGCGT
GCCCATCTCTATCCACCGGAGTTTTCAATAATAAGTGATGCCACTCATTATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAA
GGCTATCCCCCTGATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGTACGCCGCTCTCAAAGATCCGAAGATCTTC

ID: 108

Stenotrophomonas
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGC
AGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGT
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AGTACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTC
TCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGA
CATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATT
GCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGC
CTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCG
GGAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAAC
AGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCAGAACAACCGGGTATTAGCCGACTGCTTTTCTTTCCCAA
CAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATT
CCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACGGA
TCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATCTATCCGCGCAAGGCCCGAAGGTC
CCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCACGAAAAGGTAGATTCCGAT
GTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCCATAAGAGCAAGCTCTTACTGTGCTGCCGTTCGACTGCA

ID: 111

Chryseobacterium
ACTTCAGGTACCCCAGACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTG
ATGCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCAGCTTTCGAGATT
TGCATCACGTCACCGTGTAGCTGCCCTCTGTACTGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGGCGTAAGGGCCGTGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCCCAACTTAATGATGGCAACTAGTG
ACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAA
AATGTCCGAAGAAAAGTCTATTTCTAAACCTGTCATTTCCCATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATT
AAACCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGC
TAACTTATCACTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAATCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTGTTGCTTAGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTGTT
CTAAGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCTACTTCAACAACACTCAAGACCTGCAGTATCAATG
GCAGTTTCACAGTTAAGCTGTGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCCG
GATAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGTATAGTACCTTCAGCTA
CCCTCACGAGAGTAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCAGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCTG
GATCAGGCTCGCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGARTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTG
GGGGATCACCCTCTCAGGCCCCCTAAAGATCGCAGACTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTATCTAATCTTGCGCGTG
CCCATCTCTATCCACCAGAGTTTTCAATTTAAAATGATGCCATTCTAAATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAAG




GCTATCCCCCTGATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGTACGCCGCTCTCAAGATCCCGAAAGATCTCTAC
CGCTCGGCTGCA

ID: 114

Chryseobacterium
ACCCCAAACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGAT
TACTAGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCGAGATTCGCATCTTAT
CACTAAGTAGCTGCCCTCTGTACCGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGGCGTAAGGGCCGTGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCCCAACTGAATGATGGCAACTAGTGACAGGGGTTC
GCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAATTGTCCGAAGA
AAAGTCTATTTCTAAACCTGTCAATTCCCATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATAAT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGCTAACTTATCACT
TTCGCTTAGTCTCTGAACCCGAAAGCCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTAAAACATAGTGACCTGCCTTCGCAATTGGTGTTCTAAGTAATAT
CTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCCACTTCTACTTTACTCAAGACCTGCAGTATCAATGGCAGTTTCATA
GTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTTG
CACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCATACTGTACCTTCAGCTACTCTCACGAGA
GTAGGTTTATCCCAGTATAAAAGAAGTTTACAATCCATAGAACCGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCTGGATCAGGCTCT
CACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGATCACCC
TCTCAGGCCCCCTAAAGATCACTGACTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGCGTGCCCATCTCTATC
CACCGGAGTTTTCAATACCAACTGATGCCAGTCAATATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAAGGCTATCCCCCTG
ATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGTACGCCGCTCTCTCTGTCCCGAAAGACAAAT

ID: 133

Chryseobacterium
ACCCCAGACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGAT
TACTAGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCGAGATTCGCATCACA
TCGCTGTGTAGCTGCCCTCTGTACCGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGACGTAAGGGCCGTGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCTCAACTGAATGTTAGCAACTAGTGACAGGGGTTG
CGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGAAAAATGTCCGAA
GAAGGATCTATTTCTAAATCTGTCATTTCCCATTTAAGTCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATA
ATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGCTAACTTATCA
CTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAGACCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTAAAACATAGTGACCTGCCTTCGCAATTGGTGTTCTAAGTAAT



ATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCCACTTCTACTTTACTCAAGACCTGCAGTATCAATGGCAGTTTCAT
AGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACAGATCCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTT
GCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGTATAGTACCTTCAGCTTTCCACACGTG
GAAAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCCGTCGTCCTTCACGCGGGATGGCTGGATCAGGCTC
TCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGATCACC
CTCTCAGGCCCCCTAAAGATCATTGACTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTATCTAATCTTGCGCGTGCCCATCTCTAT
CCACCGGAGTTTTCAATAAGCCAAGATGCCTTGGTTTATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAAGGCTATCCCCCT
GATAAAGGCAGGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGTGCGCCGCTCTCAAAGT

ID: 164

Enterobacter sp
GTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACC
GTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTA
CTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAA
GGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGC
TGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGC
AGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCACTAAAGCATCTCTGCTAAATTCCGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTT
CGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTT
TACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGG
CCGCYTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACT
CTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCG
CTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCT
TCTGCGAGTAACGTCAATCACTAAGGTTATTAACCTCAACGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCC
TTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCCC
ACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGC
GGTATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTC
ACCCGAGAGCAAGCTCTCTGTGCTACCGCTCGAC

ID: 208

Flavobacterium
GCACCCCCAGCTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGGATCATGGCTGATATCCG
ATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGAACTGTGACCGGTTTTATAGATTCGCTCCTG
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GTCGCCCAGTGGCTGCTCTCTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAGGCGTAAGGGCCGTGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCACAGTTTGCACTGGCAGTCTTGTTAGAGTTCCCGACATGACTCGCTGGCAACTAACAACAGGG
GTTGCGCTCGTTATAGGACTTAACCTGACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTGTAATTTGTCTT
GCGAAAGATCTGTTTCCAAACCGGTCAAACTACATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCAC
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTCCCCAGGTGGGATACTTA
TCACTTTCGCTTAGCCACTGAAATTGCTTCCAACAGCTAGTATCCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTCGCTACCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAATCCATTAGTAGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTATTCCATGTAAT
CTCTAAGCATTTCACCGCTACACTACATATTCTAGTTACTTCCTAAAATTCAAGTTTAGCAGTATCAATGGCCGTTCCAC
CGTTGAGCGATGGGCTTTCACCACTGACTTACTAAACCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATGATTCCGGATAACGCTT
GGATCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATCCTTATTCTTACGATACCGTCAAGCTCCTTCACGAA
GGAGTGTTTCTTCTCGTACAAAAGCAGTTTACAATCCATAGGACCGTCATCCTGCACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTT
GCGCCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGGATCTCC
CTCTCAGGACCCCTACCCATCGTAGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGGGACGCATGCTCATCTTTTA
CCGTTGTGACTTTAATAGTATCTCGATGCCGAGTCACTATACTATGAGGTATTAATCCAAATTTCTCTGGGCTATCCCTC
TGTAAAAGGTAGATTGCATACGCGTTACGCACCCGTGCGCCGGTCTCTATATCCGAAGACA

ID: 214

Comamonas
GCTACCTACTTCTGGCGAGACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTGAC
ATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTGGCTTTAT
GGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTGTATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCC
ATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCCCATTAGAGTGCCCTTTCGTAGCAACTAAT
GGCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTT
ACGGTTCTCTTTCGAGCACATGTCCATCTCTGGTCACTTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATC
GAATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAG
GCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGAAAGTTAATTCCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACAGGTCCAGGGGATTGCCTTCGCCA
TCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTCTACCGTACTCTAGCTATGCAG
TCACAAAGGCCGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACCTCTGTCTTACATAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCG
TCATGGACCCTCTTTATTAGAAAGAGTCTTTTCGTTCCGTACAAAAGTAGTTTACAACCCGAGGGCCTTCATCCTACACG
CGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACAGATCGTCGGCTTGGTAAGCTTTTATCCCACCAACTACCTAAT



CTGCCATCAGCCGCTCTAGTAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCATCCTTAGATCTCATGCGGTATTAGCTACTC
TTTCGAGTAGTTATCCCCCACTACTAGGCACGTTCCGATGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCGTCAGCATCCGAAGACC

ID: 223

Dermacoccus
ACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCACT
GCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCAACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGTTTTAAG
GGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCCCTCTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCA
TGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCACCATTACGTGCTGGCA
ACATGGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTACACCAGCCAAAAGGCTGCACCATCTCTGGCACATTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCA
TCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGAACTCGTGGAATGAGTCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTACGGC
ATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGCTTCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGACCTGCCT
TCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACCATACTCTAGCC
TGCCCGTACCCACTGCAGAACCGGAGTTAAGCCCCGGTCTTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACAAGCTCTTTAC
GCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTCCA
GGTACCGTCACTTTCGCTTCGTCCCTGGTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCTCACGCGGLGTCGLCTGCA
TCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGC
CGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCAAAGCCTTGGTGAGCCACTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTC
CATCCTTCACCAAAAAATCTTTCCACACACGACCATGCGATCATGAATGAATATCCAGTATTAGACCTCGTTTCCAAGG
CTTATCCCAGAGTGAAGGGCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCATCACAGCAAGCTGTGACTTC
ATCGTTCGACTGC

ID: 238

Aeromicrobium
TAACGGTTAGGCCACTGGCTTCGGGTGTTGCCGACTTTCATGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
TCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGA
GACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTTACAGTTTCGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCTTGAAGCCCTGG
ACATAAGGGGCATGAAGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTCCCCACCA
TAACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AGCCATGCACCACCTGTATACCGACCAAAAGGGGGCCACATCTCTGCAGCTTTCCGGTATATGTCAAACCCAGGTAAGG
TTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCAGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGC
GGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGAGACCGTGGAAGGTCCCCACACCTAGCGCCCC



AACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGGTAATGCCC
AGAGAACCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCGTTCTCCCCTGC
ATACCTCTAGTCTGCCCGTATCGGAAGCACGCTCAGGGTTGAGCCCTGAGTTTTCACTCCCGACGCGACAAACCGCCTA
CGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGGACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGG
TCCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTCTCGCTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACG
CGGCGTTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCAATGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGA
TAGGCCGCGAGCTCATCCTTCTCCGCCGGAGCTTTCCACCTCCAAACATGCGAAAGGAGGTCATATTCGGCATTAGCCA
TCGTTTCCAATGGTTATTCCAAAGAGAAGGGCAGATTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTCGTGTACCCCGAA

244

Variovorax
CTACTTCTGGCAGAACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCT
GATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTGGTTTTATGGGA
TTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTGTATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAG
GACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGTAGCAACTAATG
ACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTA
CGGTTCTCTTTCGAGCACTAAGCCATCTCTGGCGAATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATYATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGG
CGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGAAAGTGAATTCCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACAGGTCCAGGGGATTGCCTTCGCCAT
CGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTYTACCGTACTCTAGCTATACAGT
CACAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAACTGTCTTATATAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCG
TCATGGGCCCCTTGTATTAGAAAGGACCTTTTCGTTCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCTGCACG
CGGCATTGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCA
GTTCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACAGATCGCAGGCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTACCTAAT
CTGCCATCGGCCGCTCCACTCGCGCGAGGTCTTGCGATCCCCCGCTTTCATCCGTAGATCTTATGCGGTATTAGCACAGC
TTTCGCTGCGTTATCCCCCACGATTGGGCACGTTCCGATGTATTACTCACCCGTTCGCCACTCGTCAGCATC

ID: 259

Stenotrophomonas
GCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGC
AATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTT
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CTGGGATTGGCTTGCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGC
CATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGG
CAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAGAGTGACGACAGCCATGCAGCAC
CTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTC
CCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGG
CGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCC
TTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCGGGAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGT
CGCCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTA
CGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTT
GGGTACCGTCAGAACAACCGGGTATTAGCCGACTGCTTTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
TCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGAC
CGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAA
CTAGCTAATCCGACATCGGCTCATCTATCCGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTA
TTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCACGAAAAGGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCC
ATAAGAGCAA

ID: 284

Variovorax
CTACTTCTGGCAGAACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCT
GATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTGGTTTTATGGGA
TTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTGTATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAG
GACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTGAATGTAGCAACTAATG
ACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTA
CGGTTCTCTTTCGAGCACTAAGCCATCTCTGGCGAATTCCGTACATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGG
CGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGTCAGTGAAGACCCAACAACCAGTTGACATCGTTTAGGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCAT
CGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGTACTCCAGCGATGCAGT
CACAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAACTGTCTTACATCACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCG
TCATTAGCCTTCTTTATTAGAAAAGACCGTTTCGTTCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCTGCACG
CGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACAGATCGAAGGCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTACCTAAT

9



CTGCCATCGGCCGCTCCATTCGCGCAAGGTCTTGCGATCCCCTGCTTTCATCCGTAGATCGTATGCGGTATTAGCACAGC
TTTCGCTGCGTTATCCCCCACGATTGGGCACGTTCCGATGTATTACTCACCCGTTCGCCACTCGCCGCCAGGATTGCTC

ID: 292

Citrobacter
GAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGA
CATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCG
TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAAC
CGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCA
TGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTT
CTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCG
GCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATC
GTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGG
GGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAG
ACTCTAGCCTGCCAGTTTCGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGT
GCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCT
TCTTCTGCGAGTAACGTCAATCGYCAAGGTTATTAACCTTAACGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAG
GCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAG
TCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACC
TCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCATGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCTTGCGACGTTAT
GCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCG
TCACCCAAAGAGCAAGCTCTTCTGTGCTACCGCTCGAC

ID: 300

Vogesella
CACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCATGCTGATCTGCGATTACTAGC
GATTCCGACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGGACTACGATCGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGG
CTTCGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTATGACGTGTGAAGCCCTAGCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCC
CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCCCATTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAATGGCAAGGGTTGCGCTC
GTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCCAGATTCCCTTTCGGG
CACCCCTACCTTTCAGCAGGGTTCCTGGCATGTCAAGGCTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCAMATC
ATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAATT
TCACGCGTWAGCTACGCTACCAAGGATTCTAACCCCCAACAGCTAATTGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTA
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TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTATCATCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCC
TCCACATCTCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCCACCCCCCTCTGACGTACTCTAGCTTGACAGTTTCAAACGC
AGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTATCAAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATT
AACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCCAGTACTGTCATCCCTAC
AACGTATTAAGTCGTAGGCTTTCCTCCCGGACAAAAGAGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACTCACGCGGCATGGC
TGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTG
TGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCAGACGTCG
GCCGCTCGAATAACGCGAGGCCCAAAGGTCCCCCGCTTTCCTCCTCAGAGCGTATGCGGTATTAGCACACCTTTCGATG
CGTTATCCCCCATTACTCGGCACGTTCCGACGCATTACTCACCCGTTCGCCACTCGCCACCAGGCCGAAGCCC

ID: 310

Microbacterium
GTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGAT
TACTAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGGGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCAC
CTCGCGGTATTGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACATAGAACGAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTTTACGAGTG
TCCAAAGAGTTGACCATTTCTGGCCCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATC
CGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAAC
TTAATGCGTTAGCTGCGTCACGGAATCCGTGGAATGGACCCCACAACTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAG
GGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGTG
TTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCA
CTGCAGGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTC
CGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACT
TTCGCTTCTTCCCTGCTAAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTCCGC
CCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCT
CAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCCAACCG
AAAAATCTTTCCAAACGCAGACCATGCGGTCACGTCACATATCCAGTATTAGACGCCGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAG
TCAGGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTGATCCCACAGAGCAAGCT

ID: 311

Microbacterium
ACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTGGGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTC
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GCGGTATTGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCA
TCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTTTACGAGTGTCC
AAAGAGTTGACCATTTCTGGCCCGTTCTCGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGC
ATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTA
ATGCGTTAGCTGCGTCACGGAATCCGTGGAATGGACCCCACAACTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGT
ATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTC
CTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTG
CAGGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGG
ATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTTTC
GCTTCTTCCCTGCTAAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTCCGCCCA
TTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAG
GCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCCAACCGAAA
AATCTTTCCAAACGCAGACCATGCGGTCACGTCACATATCCAGTATTAGACGCCGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAGTCA
GGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTGATCCCACAGAGCAAGC

ID: 313

Serratia

AAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTA
GCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGTACTTT
ATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGC
CATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGG
CAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC
ACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTA
CTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTAC
AGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTYGTCCAGGGGGCCG
CYTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTA
GCTTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCACGTTAAGCGCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTT
ACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGARTTAGCCGGTGCTTCTTCTG
CGAGTAACGTCAATGCACAGTGCTATTAACACTGAACCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
TCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGA
CCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCCCACCT
ACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCATGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCCGTAGACGTTATGCGGT
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ATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGLCTCGTC
ACCCAGGAGCA

ID: 420

Enterobacter
TACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTG
ATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACATACTTTGTGAGGT
CCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATG
ACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAG
GATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTC
AGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGYTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGG
CGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCA
CCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAG
TTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACG
TCAATCACTGCGGTTATTAACCACAATGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACG
CGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCA
GTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCCCACCTACTAGCTAAT
CCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACC
GTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCACCCAGGAGCAAG
CTCCCTGTGCTACCGCTCGACT

ID: 431

Burkholderia
GCGGTTAGACTAGCCACTTCTGGTAAAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTC
ACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGGACTACGAT
CGGTTTTCTGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCGACCCTCTGTTCCGACCATTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCA
TAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCTCTTGCGTAG
CAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCASGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC
ACCTGTGTATCGGTTCTCTTTCGAGCACTCCCGAATCTCTTCAGGATTCCGACCATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCG
CGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGT
ACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTACGTTACTAAGGAAATGAATCCCCAACAACTAGTTGACATCGTTTAG
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GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTATTGGCCCAGGGGGCT
GCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGCCATACTCTA
GCTTGCCAGTCACCAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCGGTCTTAACAAACCGCCTGCGCACGCTT
TACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCT
TCCGGTACCGTCATCCCCCGACTGTATTAGAGTCAGGGATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTC
TTCACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTAGGCTTTTACCCTACCA
ACTAGCTAATCAGCCATCGGCCAACCCTATAGCGCGAGGTCCGAAGATCCCCCGCTTTCATCCGTAGATCGTATGCGGT
ATTAATCCGGCTTTCGCCGGGCTATCCCCCACTACAGGACATGTTCCGATGTATTACTCACCCGTTCGCCACTCGCCACC
AGACCGAAGTCCGTGCTGCCGTCGACTGC

ID: 436

Brevundimonas
GGTCAGCGCAGCGCCTTCGGGTAGAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA
CCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCCCTCGAGTTGCAGAGGACAATCCGAACTGAGACG
ACTTTTAAGGATTAACCCTCTGTAGTCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCACCCTGTAAGGGCCATGAGGACTTGACG
TCATCCCCACCTTCTCCGGCTTAGCACCGGCRGTCCCATTAGAGTTCCCAACTAAATGATGGCAACTAATGGCGAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCCTAGTCCCC
GAAGGGAAAGCCAGATCTCTCTGGCGGTCCAGGCATGTCAAAAGGTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGATTGCT
TAATGCGTTAGCTGCGTCACCGAAATGCATGCATCCCGACAACTAGCAATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTAATGAGCCAGTGTGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTT
CCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAGTTCCACACACCTCTCTCATACTCAAGACACCCAGTATCAAAGGC
AATTCCGAGGTTGAGCCCCGGGATTTCACCCCTGACTTAAATGTCCGCCTACGCTCCCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGC
AACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTCCGGGTACCGTCATTATC
GTCCCCGGTGAAAGAATTTTACAATCCTAAGACCTTCATCATTCACGCGGCATGGCTGCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCG
CAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAG
CTACTGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGCTCTAAAGGCGATAAATCT
TTCCCCCGAAGGGCACATTCGGTATTAGCACAAGTTTCCCTGAGTTATTCCGAACCTAAAGGCACGTTCCCACGTGTTAC
TCACCCGTCCGCCACTAACTCCGAAGAGTTCGTCGACTGCA

ID: 439
Enterobacter
GCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGC
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ATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACATACTTTGT
GAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCA
TGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAA
CAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACC
TGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCT
TCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCC
TGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTAC
GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCG
AGTAACGTCAATCACTGCGGTTATTAACCACAATGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTC
ATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCCCACCTAC
TAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATT
AGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCACCCAG
GAGCAAGCTCCCTGTGCTACCGCTCGACTGC

ID: 475

Pseudomonas
GTCCTCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGG
ACTACGATCGGTTTTGTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCC
ACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTA
ACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAASGGCTAG
TTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATC
AGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCC
TCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCA
CCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGC
CGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAA
TCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCC
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GTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGC
CATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAG
GACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCG
CCGCTGAATCCAGGAGCAAGCT

ID: 490

Bacillus
GACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTG
ATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGAT
TAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGA
TCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACT
CTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCYTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTT
TCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGT
CAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACG
CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTA
TTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCA
TAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTGC

ID: 494

Bacillus

ACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCG
GCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATT
TGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGC
AACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCA
CCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCG
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TTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCYTAACACTTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAA
GTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTT
ACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGT
TAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTC
ATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCA
ACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAA
CCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCC
GCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATC

ID: 499

Stenotrophomonas
GCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGC
AATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATGGGGTTT
CTGGGATTGGCTTACCGTCGCCGGCTTGCAGCCCTCTGTCCCCACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGC
CATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGG
CAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC
ACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTA
CTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTA
GGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCT
GCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCGGGAATTCCGCTACCCTCTACCACACTCT
AGTCGTCCAGTTTCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTC
TTTGGGTACCGTCATCCCAACCAGGTATTAGCCGGCTGGATTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTT
CTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGG
ACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCC
AACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATTCAATCGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCACCCGTAGGTCGTATGCGG
TATTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCACGAAAAAGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCAC
CCAAGGAGCAAGCTCCTCTGTGCTGCCGTCGACTGC
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ID: 503

Serratia
CTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCA
TTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACATACTTTATG
AGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCAT
GATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGCCATCACGCGCTGGCAA
CAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACC
TGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATYTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCATCGAATTAAACCACATGYTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCT
TCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCT
TGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGA
GTAACGTCAATGAACGGTGCTATTAACACCGAACCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCA
CACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG
TGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCTCACCTACT
AGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGTGTGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCCGAAGACGTTATGCGGTATT
AGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCGGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCACCCAG
GAGCAAGCTCCTTGTGCTACCGCTCGACTGCA

ID: 511

Chryseobacterium
GTTACGGTCACCGACTTCAGGTACCCCAGACTTCCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCAC
CGCGCCATGGCTGATGCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATAGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGAACTGAGACC
AGCTTTCGAGATTAGCATCCAGTCGCCTGGTAGCAGCCCTCTGTACTGGCCATTGTATTACGTGTGTGGCCCAAGGCGTA
AGGGCCGTGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCTACTTGCGTAGGCAGTCTCACTAGAGTCCCCAACTGAATGA
TGGCAACTAGTGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCAGGACTTAACCTAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGC
AGCACCTTGAAAAATGTCCGAAGAAAAGTCTATTTCTAAACCTGTCATTTCCCATTTAAGCCTTGGTAAGGTTCCTCGCG
TATCATCGAATTAAACCACATAATCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCATTCTTGCGAACGTAC
TCCCCAGGTGGCTAACTTATCACTTTCGCTTAGTCTCTGAATCCGAAAACCCAAAAACGAGTTAGCATCGTTTACGGCGT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGTCCATCAGCGTCAGTTAAGACATGGTAACCTGCCTTC
GCAATTGGTGTTCTAAGTAATATCTATGCATTTCACCGCTACACTACTTATTCCAGCTACCTCTACCTTACTCAAGACCC
GCAGTATCAATGGCAGTTTCATAGTTAAGCTATGAGATTTCACCACTGACTTACGAGTCCGCCTACGGACCCTTTAAACC
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CAATAAATCCGGATAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTCGTATAG
TACCTTCAGCTTTCCACACGTGGAAAGGTTTATCCCTATACAAAAGAAGTTTACAACCCATAGGGCCGTCATCCTTCACG
CGGGATGGCTGGATCAGGCTCTCACCCATTGTCCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCA
GTACCAGTGTGGGGGATCACCCTCTCAGGCCCCCTAAAGATCATTGACTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTATCTAA
TCTTGCGCGTGCCCATCTCTATCCACCGGAGTTTTCAATATCAAATGATGCCATTCAATATATTATGGGGTATTAATCTT
CCTTTCGAAAGGCTATCCCCCTGATAAAGGTAAGTTGCACACGTGTTCCGCACCCGTACGCCGCTCTCTCTG

Fotografia representativa de los geles de agarosa para visualizar los productos de PCR

— S W W W W W

CONVENCIONES

* Marcador de peso
1-7 Gen 16S amplificado de las
bacterias secuenciadas

+ Control positivo

“.-
Ead

Acd.: 10.00 s&c
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Listado total de las especies encontradas en todos los individuos muestreados de R. palmatus y D. labialis.

Donde el #1 indica presencia del microorganismo, el color verde que presento un efecto anti-Bd, y el color rojo que no present6 un

efecto anti-Bd.

Especie

R. palmatus

D. labialis

Al

A2

A3

A4

A5

1

12

13

J4

15

R1

R2

R3

R4

R5

Al

A2

A3

Ad

A5

J1

R1

R2

R3

Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter guillouiae

Acinetobacter haemolyticus

Acinetobacter johnsonii

Acinetobacter junii

Aeromicrobium sp.

Aeromonas hydrophila

Aeromonas jandaei

Arthrobacter gandavensis

Arthrobacter koreensis

Arthrobacter oxydans

Arthrobacter pascens

Arthrobacter polychromogenes

Bacillus cereus

Bacillus circulans

Bacillus megaterium

Bacillus simplex

Bacillus sonorensis

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Brevundimonas sp.

Brevundimonas vesicularis

Burkholderia sp.

20



Chromobacterium sp.

Chryseobacterium hagamense

Chryseobacterium indologenes

Chryseobacterium joostei

Chryseobacterium sp.

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Comamonas sp.

Cronobacter sakazakii

Curtobacterium albidum

Curtobacterium luteum

Curtobacterium sp

Delftia acidovorans

Dermacoccus sp

Enterobacter amnigenus 1 F _ 1
Enterobacter asburiae 1
Enterobacter cloacae
Enterobacter cowanii 1

Ewingella americana

Herbaspirillum huttiense

Janthinobacterium lividum

Klebsiella oxytoca

Microbacterium foliorum

Microbacterium natoriense

Microbacterium resistens

Microbacterium sp.

Micrococcus luteus

Pantoea agglomerans

Pantoea ananatis

Pseudomonas abietaniphila
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Pseudomonas antarctica

Pseudomonas azotoformans

Pseudomonas brassicacearum

Pseudomonas chlororaphis

Pseudomonas corrugata

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fuscovaginae

Pseudomonas gessardii

Pseudomonas jessenii

Pseudomonas kilonensis

Pseudomonas koreensis

Pseudomonas orientalis

Pseudomonas putida

Pseudomonas sp

Pseudomonas tolaasii

Pseudomonas vancouverensis

Rahnella aquatilis

Raoultella ornithinolytica

Raoultella terrigena

Rhodococcus erythropolis

Serratia fonticola

Serratia liquefaciens

Serratia sp.

Sphingobacterium multivorum

Sphingomonas aerolata

Sphingomonas trueperi

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus sciuri

Stenotrophomonas ehizophila

Stenotrophomonas maltophilia
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Stenotrophomonas sp

Variovorax sp.

Vogesella sp.

23



