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Resumen

El conocimiento acerca de las garrapatas como vectores de enfermedades en Colombia,
es limitado y las zonas del pais donde se han realizado estudios de este tipo son
escasas. Por consiguiente, el objetivo de este trabajo, consisti6 en identificar
molecularmente las rickettsias presentes en garrapatas (Acari, Ixodidae) asociadas a la
Herpetofauna de la Hacienda San Juan de Carare, departamento de Santander.
Ademas, caracterizar la diversidad de rickettsias y compararla con la de los
departamentos de Coérdoba y Magdalena. Se generaron secuencias del género
Rickettsia, y posteriormente se realizaron analisis filogenéticos de inferencia bayesiana
(Bl) y méxima verosimilitud (ML) con las secuencias generadas en el estudio y otras
secuencias de Rickettsia descargadas de GenBank. De todas las muestras
secuenciadas en el presente estudio, se identificd la presencia de una especie de
Rickettsia, la cual corresponde a Candidatus Rickettsia colombianensi segun su
agrupamiento con los individuos disponibles en GenBank producto de las
investigaciones desarrolladas en Cordoba y el Magdalena. Ademas, todas las
garrapatas recolectadas se identificaron como Amblyomma dissimile, siendo la primera
ocasion en la que se registra parasitando a la serpiente Leptodeira septentrionalis. No
obstante, la prevalencia de Rickettsia exhibié valores muy altos, motivo que sustenta la
importancia de seguir realizando estudios de este tipo en el pais, que posibiliten tener
mayor conocimiento respecto a la distribucién y ecologia de estos microorganismos, que
sirva para consolidar politicas claras conforme a la salud publica en zonas rurales y

urbanas, acerca de la teméatica en mencion.

Palabras clave: Vectores, Rickettsia, andlisis filogenéticos, Amblyomma.



ABSTRACT

Knowledge about ticks as vectors of diseases in Colombia is limited and the areas of the
country where studies of this type have been carried out are scarce. Therefore, the
objective of this work was to molecularly identify the rickettsiae present in ticks (Acari,
Ixodidae) associated with the Herpetofauna of Hacienda San Juan de Carare, Santander
department. In addition, characterize the diversity of rickettsiae and compare it with that
of the departments of Cérdoba and Magdalena. Sequences of the genus Rickettsia were
generated, and subsequently Bayesian inference (Bl) and maximum likelihood (ML)
phylogenetic analyzes were performed with the sequences generated in the study and
other Rickettsia sequences downloaded from GenBank. Of all the samples sequenced
in the present study, the presence of a Rickettsia species was identified, which
corresponds to Candidatus Rickettsia colombianensi according to its grouping with the
individuals available in GenBank as a result of the investigations carried out in Cérdoba
and Magdalena. Furthermore, all the collected ticks were identified as Amblyomma
dissimile, being the first time it has been recorded parasitizing the snake Leptodeira
septentrionalis. However, the prevalence of Rickettsia exhibited very high values, reason
that supports the importance of continuing to carry out studies of this type in the country,
which make it possible to have greater knowledge regarding the distribution and ecology
of these microorganisms, which serves to consolidate clear policies according public

health in rural and urban areas, on the subject in question.

Keywords: Vectors, Rickettsia, phylogenetic analysis, Amblyomma.
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1. Introduccion

En Colombia existen limitados estudios eco-epidemiolégicos con respecto a garrapatas,
comportandose como vectores (transmisores) de enfermedades y los realizados han sido
focalizados en areas donde han ocurrido brotes inusitados, generando de este modo que
exista un vacio de informacién conforme al conocimiento de la diversidad de garrapatas en
zonas del pais que han sido inexploradas, debido a su silencio epidemioldgico (Acevedo
et al, 2020; Zamudio y Soler, 2020). Asi mismo, existe desconocimiento acerca de la
dinamica de transmision dada en la extensién total del territorio colombiano, lo que
imposibilita establecer politicas claras en lo concerniente a la salud publica. Por
consiguiente, resulta pertinente conocer e identificar los factores eco-epidemiolégicos
relacionados con areas de transmision, riesgo y alerta, potenciales vectores, hospederos
y su papel como reservorios, nivel de conocimiento de la poblacién del area de salud y
poblacion civil sobre estas enfermedades, relacién de casos con actividades humanas,
condiciones socio-econdmicas y demas; propios de cada region del pais (Susser, 2004).
Ademas de la importancia de realizar una delimitacion de las areas endémicas de
enfermedades enzooticas (Azad y Beard, 1998), a partir de sus contextos territoriales, lo
gue permitird definir politicas de gestion de recursos y acciones de vigilancia y control
(Zamudio y Soler, 2020)

El nimero de reportes de patdégenos asociados a especies silvestres ha aumentado en los
ultimos afios, dado el incremento de estudios dirigidos hacia estas. Sin embargo, en
Colombia aun son muy limitados, lo cual genera una complejidad en la ecologia de las
enfermedades asociadas con las variaciones en los ecosistemas. Dicho desconocimiento
podria ocasionar serias implicaciones en la salud publica (Medina, 2010). Por lo tanto, la
vigilancia epidemiol6gica necesita establecer lineamientos que prioricen la generacién y
divulgaciéon de informacién con respecto a las enfermedades, ademas de estandarizar
protocolos de respuesta y vigilancia, para consigo asegurar respuestas rapidas que
promuevan la prevencion de epidemias y brinden un manejo eficaz de la poblacién

infectada (Heras y Sierra, 2016).
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El género Rickettsia ha sido agente causal de epidemias en distintas zonas del mundo, en
las que grupos biolégicos tales como acaros, garrapatas, piojos y/o pulgas han sido los
principales vectores (Vélez, Hidalgo y Gonzéalez, 2012). Una de las enfermedades que este
grupo de bacterias transmite es la rickettsiosis, la cual a través de las garrapatas ha tomado
un papel protagénico como enfermedad emergente y reemergente que ha producido una
gran cantidad de afecciones a animales y humanos (Hidalgo, Faccini y Valbuena, 2013).
Este género bacteriano se encuentra conformado por especies Gramnegativas, parasitos
intracelulares obligados, motivo por el cual durante su ciclo de vida infectan diversos
taxones, tales como anfibios, reptiles, aves, mamiferos, y artropodos, comportandose
estos Ultimos como vectores (Bernabeu y Segura, 2005). Adicionalmente, la transmisién
de enfermedades por medio de vectores sucede mayoritariamente en los tropicos, area
geogréfica en la que existe una evidente carencia de servicios sanitarios, especialmente
en zonas rurales o con altos niveles de pobreza, siendo puntos focales para la presencia
de estos patégenos (Gubler, 2009). Particularmente en Colombia las rickettsiosis no se
encuentran incluidas entre las manifestaciones clinicas que conforman las “enfermedades

de declaracion obligatoria” (Ortiz et al, 2015).

La presencia de Rickettsia ha sido reportada en reptiles y anfibios (Cabagna et al, 2014;
Novakova et al, 2015). Estos organismos, durante los Ultimos afios han sido estudiados
desde una perspectiva epidemioldgica, evaluando su posible rol en la epidemiologia de
diversas enfermedades zoonéticas (Aguillon et al, 2007). No obstante, en algunas
circunstancias el asentamiento abrupto del ser humano en espacios rurales, posibilita que
estos hagan parte del ciclo epidemiol6gico de enfermedades zoonéticas y altera las
relaciones existentes entre vectores y reservorios de estas, causando la aparicion de
enfermedades emergentes y reemergentes, que provienen de la fauna silvestre o son
propiciadas por su desaparicion (Monsalve, Mattar y Gonzalez, 2009). Debido a que las
garrapatas pertenecientes a la familia Ixodidae estan relacionadas con la transmision de
Rickettsia y ante el evidente desconocimiento de la patogénesis de las especies del
género, es decir, la epidemiologia que comprende la interaccidén de estos microorganismos
con taxones (Miranda, Mattar y Gonzalez, 2017), es imperativo su estudio y conocer su

relacion con los diferentes grupos vertebrados a los que parasitan.
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Las rickettsiosis fueron descritas inicialmente en Colombia en 1937 por el Dr. Luis Patifio
debido a un brote de una enfermedad con sintomas no especificos y fue nombrada como
fiebre de Tobia (Patifio et al, 1989). En Colombia en los ultimos afios se han producido
varios brotes de rickettsiosis de la fiebre manchada; los sucesos mas destacados tuvieron
lugar en los municipios de Necocli y Turbo, en el departamento de Antioquia en los afios
2006 y 2008, respectivamente, y un tercero en Cérdobas en el afio 2007, sector que es
una localidad del departamento de Cordoba (Hidalgo, 2011). Asi mismo, nuevos estudios
realizados en la zona, han permitido corroborar la presencia de una alta prevalencia de
anticuerpos para Rickettsia del grupo de las fiebres manchadas (GFM) en personas sanas
y demuestran gue el noreste del pais es una zona endémica de al menos una especie de
Rickettsia del GFM (Londofio et al, 2017).

En los departamentos de La Guajira, Magdalena y Cérdoba, se han hallado rickettsias
asociadas a garrapatas presentes en reptiles y anfibios, las cuales corresponden a una
misma cepa de patogenicidad desconocida pero muy cercana a especies patégenas del
viejo mundo como R. monacencis y R. tamurae, como lo demuestran los analisis
filogenéticos correspondientes (Miranda et al, 2012; Cotes et al., 2018; Santodomingo et
al, 2018, 2019). Estas especies junto con R. slovaca, R. aeschlimannii y R. massiliae fueron
inicialmente consideradas no patdgenas, pero en la actualidad se sabe que causan
enfermedad en humanos (Parola, Davoust, y Raoult, 2005; Jado et al, 2007). Esto hace
imperativo tener registro de la presencia de rickettsias, su extension y sus relaciones
evolutivas, en funcion de poder tomar medidas sanitarias apropiadas cuando sea
necesario. Con base en lo anteriormente planteado, surge el problema de investigacién del
trabajo en cuestion, que consiste en identificar molecularmente las Rickettsias presentes
en garrapatas (Acari, Ixodidae) asociadas a la Herpetofauna de la hacienda San Juan de
Carare, departamento de Santander, ademas de caracterizar la diversidad de rickettsias y

compararla con la de los departamentos de Cérdoba y el Magdalena descrita previamente.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Area de estudio

Las garrapatas utilizadas en esta investigacion, se recolectaron en el marco del proyecto
“Evaluation of Zika virus potential to establish a sylvatic transmission cycle in Colombia”,
liderado por la profesora Camila Gonzéalez de la Universidad de los Andes, proyecto en el
gue se llevd a cabo la recoleccion de garrapatas de reptiles y anfibios, eventualmente
donadas al grupo de Investigacién en Evolucién, Sistemética y Ecologia Molecular de la
Universidad del Magdalena. La zona geografica en la que se realiz6 la recoleccién de
dichas muestras tuvo lugar en la hacienda San Juan de Carare, municipio de Cimitarra,
departamento de Santander, Colombia; ubicado en los rangos geograficos latitudinales de
6°42 '58.20”N y longitudinales de 74°08 '02.71”W (figura 1), zona que exhibe valores de
temperatura maxima de 32,9°C y temperatura minima de 23,4°C, ademas, presenta una

altitud aproximada de 92 m.s.n.m (Alfonso, 2009).

La hacienda San Juan de Carare, consta de un terreno aproximado de 65 hectareas, es
un area privada dedicada a la ganaderia, integrada por humedales y parches de bosque
(de Luna, 2017). El rio San Juan circunda el area en mencién, por dicho motivo en periodos
de precipitaciéon (régimen bimodal de lluvias, el inicial comprendido entre marzo y mayo; el
ultimo comprendido entre octubre y noviembre, con un promedio anual de 3496 mm), la
acumulacion de agua en la zona derivada de los afluentes del rio conlleva a periodos de
inundacién (Urbina, 2010). No obstante, segun la clasificacion de zonas de vida de
Holdridge, el sistema ecolégico definido como area de estudio, corresponde a un bosque
hamedo tropical (bh-T) (Holdridge, 1967).
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Figura 1. Ubicacion geogréfica del sitio de muestreo. Fuente: Autor.

2.2 Identificacion taxondmica de garrapatas

Las garrapatas se identificaron a través del implemento de claves morfolégicas, hasta el
nivel de especie. Las claves de Osorno-Mesa (1940), se utilizaron para la identificacion de
larvas, Martins et al (2010) para las ninfas y Jones et al (1972) para los individuos adultos.
Las muestras se distinguieron y enumeraron a partir de la especie hospedera de la cual se
colectaron los ectoparasitos, realizando una diferenciacién conforme el codigo dispuesto
en la muestra a partir de los hospederos (niumero de hospederos), basado en el estadio y
sexo del individuo, ademés de exhibir la abundancia (individuos) por muestra colectada
(Tabla 1).
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Tabla 1. Muestras de garrapatas colectadas de la Herpetofauna (especies hospederas),
de la Hacienda San Juan de Carare, Santander.

N° de Cdédigos de Estadios/Sexo Especie hospedera | N° deindividuosg
individuos muestras (ectoparésitos)
1 D3, Larva, Leptodeira 21
E3, ninfa 'y septentrionalis
F3 macho adulto
2 D4, Larva, Iguana iguana 62
E4, ninfa,
F4, hembra adulta y
G4 macho adulto
3 E5 Ninfa Corallus 1
ruschenbergerii
4 F6 Macho Corallus 2
ruschenbergerii
5 F7 Macho Boa constrictor 1
6 D9, Larva, Iguana iguana 41
E9, ninfa 'y
F9 macho adulto
7 D10, Larva, Iguana iguana 106
E10, ninfa,
F10, hembra adulta y
G10 macho adulto
8 D11, Larva, Iguana iguana 11
E1l1, ninfa 'y
F11 macho adulto
9 G12 Adulto hembra Rhinella horribilis 2

2.3 Extraccion de ADN

El ADN se extrajo siguiendo las indicaciones del fabricante del kit “lISOLATE Il Genomic

DNA” (BIOLINE, USA). En las garrapatas adultas se utiliz6 la mitad del espécimen para la

extraccion del ADN, mientras que en larvas y ninfas se utilizé el individuo completo.

Eventualmente la extraccion del ADN y su calidad se confirmaron a través de la realizacién

de electroforesis en gel de agarosa al 2% y con tincién “GelRed” (Biotium).
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Tabla 2. Secuencias y especificaciones de los primers del género Rickettsia

implementados en la deteccion molecular de los patégenos.

Gen Tamaﬁ_o del Nombre i Temperatura de
ifead amplicon del ori Secuencia del illamient Referencia
amplificado (pb) el primer primer (5'- 3') anillamiento
GCAAGTATCGGT
A 401 CS-78/CS- g.'?.?gé:r.r%%;ﬁ. 48°C Labruna et
J 323 |CAATAAATCAGGA al, 2004
T
ATGGCGAATATTT Regnery,
Rr190.70p/ |CTCCAAAAAGTGC . Spruill y
OmpA 532 Rr190.602n | AGCATTCGCTCC 54°C Plikaytis,
CCCT 1991
SCAl- | GGTGATGAAGAA
F2/SCA1- |GAGTCTCCTCTTT A_nStead y
Scal 488 RO AAAATTATGTTCT 50°C Chilton, 2013
AC

2.4 Amplificacion de gltA/ompA/ SCAL

La amplificacién se realizé mediante PCR convencional en un termociclador “Eppendorf

Mastercycler Pro”, utilizando las secuencias y especificaciones planteadas en la Tabla 2.

En el desarrollo de la PCR, el volumen de reaccion final por muestra procesada (sin

distinciéon de gen) correspondié a 25 pL, que contenia 1 uL de MgCl (50mM), 2.5 uL de
buffer (10X, tampén de PCR), 1 uL de dNTPs (10 mM), 1 uL de cada primer (10 pmol,
forward y reverse), 15 yL de agua, 0.5 pL de Taq polimerasa (5 U/uL, BIOLASE TM,

Bioline) y 3 uL del ADN extraido. Las condiciones referentes a la amplificacion de los genes

gltA, ompA y SCA1 (Tabla 3) se realizaron con base en las condiciones estandarizadas

por el grupo de investigacion en Evolucién, Sistemética y Ecologia Molecular.
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Tabla 3. Condiciones de temperatura y tiempo en el termociclador para la realizaciéon de
la PCR de los genes gltA, ompA 'y SCAL.

Condiciones PCR
Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 minutos 1
Desnaturalizaciéon 95°C 15 segundos

48°C (gltA),

Alineamiento 54°C (ompA), 30 segundos 40
46°C (SCA1)

Extension 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 7 minutos 1

2.5 Purificacion y secuenciacion

Los productos de amplificacién positivos, se purificaron siguiendo las indicaciones del kit
“E.Z.N.A Cycle Pure Kit” (Omega Bio-tek), siendo eventualmente enviados al servicio de
Secuenciacion y analisis Molecular (SSIGmol) de la Universidad Nacional de Colombia,

para la secuenciacién en ambas direcciones.

2.6 Edicion y alineamiento de las secuencias

La verificacion de las secuencias se llevo a cabo con base en el uso de la herramienta
BLAST (www.nchi.nlm.nih.gov) posteriormente editadas con el software ProSeq V3
(Filatov, 2009). Eventualmente, se utilizd el programa MEGA 7.0 (Kumar et al, 2016) e
implementd el uso del algoritmo ClustalW (Thompson, Higgins, y Gibson, 1994), para el
alineamiento de las secuencias obtenidas en el presente estudio y otras disponibles en
GenBank. Lo anterior teniendo en cuenta la similitud de las secuencias con otras obtenidas
en las investigaciones realizadas en los departamentos de Cérdoba y Magdalena (Miranda
et al, 2012; Cotes et al, 2018; Santodomingo et al, 2018).

2.7 Andlisis filogenéticos

La reconstruccion filogenética por inferencia Bayesiana y maxima verosimilitud se

desarroll6 a partir del uso de los programas MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al, 2012) y RAXML
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8.0.24 (Stamatakis, 2006) respectivamente. Los mejores esquemas de particion y los
modelos de sustitucion més adecuados para los diferentes conjuntos de datos se eligieron
a partir del implemento del programa Partition Finder (Lanfear et al, 2012), segun el Criterio
Bayesiano de Informacion (Schwarz, 1978). El modelo GTR + G se utilizé para la posicion
2 del codon correspondiente al gen gltA, para las posiciones de codén 1, 2 y 3 del gen
ompA y para las posiciones de codén 1y 2 del gen SCAL, mientras que, el modelo GTR +
| + G se implementd en la posicion de coddn 1y 3 de glItA, ademas, de la posicion de codon
3 de SCAL.

Los analisis de inferencia Bayesiana se ejecutaron a partir de una corrida independiente
de 10.000.000 generaciones, muestreando los arboles cada 100 generaciones,
descartando el 25% de los arboles. Se implementé la desviacion estandar de las
secuencias independientes (<0.01) para la validar lo correspondiente a la convergencia,
siendo agrupados los valores de probabilidad a través del tiempo, ademéas de emplear el
uso del comando sumP en MrBayes. El porcentaje de arboles que recuperé un clado en
especifico, correspondié a la medida de probabilidad posterior con base en la medicion de
cada clado (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).

Los analisis de maxima verosimilitud se llevaron a cabo por medio del uso del algoritmo de
escala rapida con pseudoréplicas de 1000 Bootstrap, tomando como base que los valores
de Bootstrap superiores al 70% (>70%) indican un considerable soporte estadistico (Hillis
y Bull, 1993).

3.Resultados

3.1 Identificacion taxondmica de las garrapatas

En la revision taxonémica de las garrapatas del presente estudio, se determiné que en los
diferentes estadios (larva, ninfa y adulto), Amblyomma dissimile (Figura 2 y 3) es el Unico
ectoparasito presente en la totalidad de muestras colectadas (Tabla 1).
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Figura 2. Vista dorsal de garrapata macho, Amblyomma dissimile. 1. Base del capitulo, 2.
Coxa l, 3. Coxa 2, 4. Coxa 3, 5. Coxa 4, 6. Festones, 7. Hipostoma, 8. Ojos, 9. Palpo, 10.
Scutum. Fuente: Autor.
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Figura 3. Vista ventral de garrapata macho, Amblyomma dissimile. 1. Base del capitulo, 2.
Coxa 1, 3. Coxa 2, 4. Coxa 3, 5. Coxa 4, 6. Espolon, 7. Festones, 8. Garra, 9. Hipostoma,
10. Palpo, 11. Poro anal, 12. Poro genital. Fuente: Autor.
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3.2 Identificacion molecular y reconstruccién filogenética
de rickettsias detectadas en garrapatas

Las garrapatas utilizadas (244 individuos, divididos en 39 adultos, 11 ninfas y 197 larvas)
para la deteccién molecular de rickettsias, correspondieron a un total de 9 hospederos, de
los cuales se identificaron cinco especies (Tabla 1). Asi mismo, los fragmentos
amplificados por gen, son de 1 para gltA, 7 para ompA y 8 para SCA1 (haciendo alusion a
gue el restante de genotipificaciones se encontrard consignado en el articulo que sera
publicado eventualmente a partir del presente manuscrito). No obstante, la secuencia de
gltA exhibié un 99.58% de similitud con Rickettsia sp. Ademas, las secuencias de ompA
evidenciaron un 100% de similitud con Candidatus Rickettsia colombianensi (a excepcién
del organismo con codigo E3, que exhibio un 99.72% de identidad). Las secuencias de
SCA1 exhibieron un 100% de identidad (excepto el organismo D11 que present6 un
99.62% de identidad) con los organismos nombrados en GenBank como Uncultured
Rickettsia sp. Los cudles se definen como Candidatus Rickettsia colombianensi (Tabla 5)
a partir del porcentaje de identidad de las muestras secuenciadas en el presente estudio
con respecto a las Ultimas en mencién; estando dichas secuencias disponibles en
GenBank (Tabla 4). Ademas, la reconstruccion filogenética de las secuencias obtenidas
en el presente estudio, se complement6 con secuencias de rickettsias descargadas de
genBank (Tabla 5).

Las garrapatas analizadas en esta investigacion fueron un total de 72 (Tabla 6), de los
cuales 49 individuos (29/43 larvas, 6/9 ninfas, 5/7 adultos hembra y 9/13 adultos macho)
resultaron positivos para Rickettsia (o que equivale a un 68%), haciendo alusién a que el
mayor nimero de individuos corresponden a larvas, razon por la cual estas se procesaron
en pooles y debido al escaso nimero de muestras en ninfas y adultos, estos se procesaron
individualmente (Tabla 6). No obstante, los andlisis de inferencia bayesiana y maxima
verosimilitud agruparon 11/11 de las muestras secuenciadas en el presente estudio con
Candidatus Rickettsia colombianensi, Rickettsia sp strain colombianensi y Rickettsia
endosymbiont Amblyomma dissimile (Figura 4), el clado formado entre estos organismos
tiene un soporte filogenético de 0,69 (probabilidades posteriores). Haciendo alusion a que
los organismos plasmados como Candidatus Rickettsia colombianensi (3, 4 y 5), en
GenBank se encuentran disponibles con el nombre de Uncultured Rickettsia (Tabla 5),

siendo estos, endosimbiontes de Amblyomma sp. Ademas, el organismo al que se le
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otorg6 el nombre de uncultured Rickettsia sp. (Tabla 5) se agrupd en otro clado, como

organismo hermano de Rickettsia bellii.

Tabla 4. Datos de rickettsias secuenciadas e identificacion a través de la herramienta

BLAST.
Cédigo Cédigo de acceso,
garrapata Gen Especie identificada GenBank Identidad

F10 gltA Rickettsia sp. MH158234 99.58%
Candidatus Rickettsia

F10 ompA colombianensi MN058024 100%

F10 SCA1 Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%
Candidatus Rickettsia

D3 ompA colombianensi MN058024 100%
Candidatus Rickettsia

D9 ompA colombianensi MN058024 100%

D11 SCA1 Uncultured Rickettsia sp. MG020421 99.62%
Candidatus Rickettsia

E3 ompA colombianensi MNO058024 99.72%
Candidatus Rickettsia

E4 ompA colombianensi MN058024 100%

E4 SCA1 Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%
Candidatus Rickettsia

F3 ompA colombianensi MNO058024 100%

F3 SCA1l Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%

F7 SCA1 Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%

F9 SCA1 Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%
Candidatus Rickettsia

F11 ompA colombianensi MN058024 100%

F11 SCA1l Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%

G4 SCA1 Uncultured Rickettsia sp. MG020421 100%
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Tabla 5. Secuencias de rickettsias descargadas de GenBank, incluyendo la de los
departamentos de Cordoba y Magdalena.

Especies Genes Nimero de acceso en GenBank | Localidad de origen

Candidatus Rickettsia colombianensi 1 ompA MN058024 Brasil

Candidatus Rickettsia colombianensi 2 ompA MH521293 México

Candidatus Rickettsia colombinanensi 3 Colombia: Magdalena

(Uncultured Rickettsia) SCA1 MG020421

Candidatus Rickettsia colombinanensi 4 Colombia: Magdalena

(Uncultured Rickettsia) gltA KY996383

Candidatus Rickettsia colombinanensi 5 Colombia: Magdalena

(Uncultured Rickettsia) SCAl MG020416

Orientia tsutsugamushi gltA/ompA/SCA1 AP008981

Rickettsia aeschlimannii gltA/lompA/SCA1 DQ235776/KX063617/DQ306900 Rusia'/Etiopia?

Rickettsia africae gltA/ompA/SCA1 MG515012/MT009355/DQ306901 Brasil'/Sudafrica?

Rickettsia australis gltA/SCA1 U59718/DQ306903

Rickettsia bellii gltA/SCA1 U59716/DQ306904

Rickettsia conorii gltA’/ompA/SCA1 AE006914/EU716649/DQ306906

Rickettsia endosymbiont Amblyomma dissimile Colombia: Magdalena®?

1 gltAJompA MH196484/MH196499

Rickettsia endosymbiont Amblyomma dissimile Colombia: Magdalena®?

2 gltA/ompA MH196496/MH196500

Rickettsia endosymbiont Amblyomma dissimile Colombia: Magdalena

3 OmpA MH196501

Rickettsia endosymbiont Amblyomma dubitatum | gltA/ompA JN676158/IN676159 Brasil*?

Rickettsia felis gltA/SCA1 JQ674484/DQ306907

Rickettsia heilongjiangensis gltA/ompA AY285776/DQ494553 Rusia'/China?

Rickettsia honei gltA/ompA/SCAl AF018074/AF018075/DQ306909

Rickettsia massiliae gltA/ompA/SCA1 MK294042/U43799/DQ306911 China*

Rickettsia monacensis gltA/ompA/SCA1 LN794217/MK608661/LN794217

Rickettsia mongolotimonae gltAJompA DQ097081/DQ423367

Rickettsia parkeri gltA/lompA/SCA1 KY113109/U43802/DQ306913 Brasil*

Rickettsia prowazekii gltA/SCAl U59715/DQ306914

Rickettsia raoultii gltA/ompA/SCAL MT185671/JX885458/KR608788 China*?®

Rickettsia rickettsii gltA/ompA/SCAL MT958041/DQ150693/DQ306916 Brasil*

Rickettsia sibirica gltA/lompA/SCAL HM050279/JF700255/DQ306918 Senegal'/Israel’

Rickettsia slovaca gltA/ompA/SCA1 U59725/EU622810/DQ306917

Rickettsia sp gltA MH158234 Brasil

Rickettsia sp strain colombianensi gltA/ompA JF905456/JF905458 Colombia: Cordoba

Rickettsia tamurae gltA/lompA AB812551/AB812552 Japén'?

Rickettsia typhi gltA/SCAl U59714/DQ306919

Uncultured Rickettsia sp. gltA KY996396 Colombia: Magdalena

D3 ompA Anexos Colombia: Santander

D9 ompA Anexos Colombia: Santander

D11 SCA1 Anexos Colombia: Santander

E3 ompA Anexos Colombia: Santander

E4 ompA/SCA1 Anexos Colombia: Santander?

F3 ompA/SCA1 Anexos Colombia: Santander?

F7 SCA1 Anexos Colombia: Santander

F9 SCA1 Anexos Colombia: Santander
Colombia:

F10 gltA/lompA/SCA1 Anexos Santander!??

F11 ompA/SCA1 Anexos Colombia: Santander?

G4 SCA1 Anexos Colombia: Santander

Las secuencias de Cdrdoba y magdalena se encuentran en rojo y las generadas en este
estudio en negrita, ademas de otras incluidas en los analisis filogenéticos (Figura 4).
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Tabla 6. Patégenos presentes en garrapatas obtenidas de la herpetofauna de la Hacienda

San Juan de Carare.

Especie Cadigo de Adulto Adulto
hospedera muestra Larva Ninfa hembra macho
Leptoderia 11/12

septentrionalis D3 (92%)
Leptoderia 2/2
septentrionalis E3 (100%)
Leptoderia
septentrionalis F3 1/1 (100%)
Iguana iguana D4 1/4 (25%)
1/1
Iguana iguana E4 (100%)
Iguana iguana F4 1/4 (33%)
Iguana iguana G4 3/3 (100%)
Corallus
ruschenbergerii E5 0/1 (0%)
Corallus
ruschenbergerii F6 1/2 (50%)
Boa constrictor F7 1/1 (100%)
9/15
Iguana iguana D9 (60%)
1/1
Iguana iguana E9 (100%)
Iguana iguana F9 2/2 (100%)
Iguana iguana D10 2/4 (50%)
Iguana iguana E10 1/2 (50%)
Iguana iguana F10 2/2 (100%)
Iguana iguana G10 1/2 (50%)
Iguana iguana D11 6/8 (75%)
Iguana iguana E1l1l 1/2 (50%)
Iguana iguana F11 1/1 (100%)
Rhinella horribilis G12 1/2 (50%)

Los cdodigos de muestra y estadios correspondientes en negrilla, hacen alusion a las
muestras secuenciadas. El valor porcentual indica la positividad de Rickettsia en las

muestras procesadas.
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D3 (Colombia:Santander)
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E3 (Colombia:Santander)
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F11 (Colombia:Santander)
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Candidatus Rickettsia colombianensi 1 (Brasil)

Candidatus Rickettsia colombianensi 3 (Colombia:Magdalena)
Candidatus Rickettsia colombianensi 2 (México)

Rickettsia sp strain colombianensi (Colombia:Cérdoba)

Candidatus Rickettsia colombianensi 4 (Colombia:Magdalena)
Rickettsia endosymbiont Amblyomma dissimile 1 (Colombia:Magdalena)
Rickettsia endosymbiont Amblyomma dissimile 2 (Colombia:Magdalena)
Candidatus Rickettsia colombianensi 5 (Colombia:Magdalena)
Rickettsia endosymbiont Amblyomma dissimile 3 (Colombia:Magdalena)

Orientia tsutsugamushi

Figura 4. Topologia de arbol filogenético por Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana
de secuencias concatenadas de los genes gltA, ompA y SCAL.
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4.Discusion

Este es el primer estudio relacionado con la Deteccién Molecular de Rickettsia en
garrapatas asociadas a herpetofauna en esta zona de Colombia, los otros registros
corresponden a los departamentos del Cesar, La Guajira, Magdalena y Cérdoba (Miranda
et al, 2012; Cotes et al.,, 2018; Santodomingo et al, 2018, 2019). Sin embargo, en el
departamento del Cesar no se registrO ninguna especie positiva para Rickettsia
(Santodomingo et al, 2018). No obstante, el ectoparasito encontrado en las muestras
recolectadas en el presente estudio, correspondié exclusivamente a Amblyomma dissimile,
especie que se identific6 como hospedera de Boa constrictor, Corallus ruschenbergerii,
Iguana iguana, Leptodeira septentrionalis (no se encontrd informacion en la bibliografia
gue registre la presencia de A. dissimile como ectoparasito de Leptodeira septentrionalis)
y Rhinella horribilis, especies las cuales en otros estudios, a excepcion de L. septentrionalis
también fueron identificados como hospederos de A. dissimile (Alvarez, Hernandez y
Hernandez, 2005; Santodomingo et al, 2018; Robayo, Rios y Soler, 2020).

La especie A. dissimile, es habitual en distintos escenarios con variables ambientales que
difieren entre si, aunque el clima calido incide en su abundancia, siendo este un organismo
del que se tienen numerosos registros de parasitismo en anfibios y reptiles,
estableciéndose debido a sus condiciones y requerimientos fisiolégicos como un
organismo comun en Colombia, que ademéas es vector de Candidatus Rickettsia
colombianensi (Lépez, 2017). Lo anteriormente mencionado presenta concordancia con el
clado formado entre las muestras secuenciadas en el presente estudio con respecto a las
muestras de los departamentos de Cérdoba y el Magdalena, que se identificaron como
Candidatus Rickettsia colombianensi, dado que las diferencias ambientales entre estas
areas geogréficas no es limitante para la distribucion de la garrapata en mencion y esta al
ser hospedera del microorganismo Candidatus Rickettsia colombianensi, es causal de la
cercana relacion filogenética entre las secuencias originarias de estos tres departamentos
(Miranda et al, 2012; Cotes et al., 2018; Santodomingo et al, 2018). Ademas, el organismo

denominado “Uncultured Rickettsia sp.” (tabla 5), presente en el estudio de Cotes et al
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(2018), se agrup6 como especie hermana de Rickettsia bellii, lo cual presenta relacion con
lo obtenido en esta investigacion (Figura 4).

Los valores de Bootstrap en el clado formado por las secuencias generadas en este
estudio, presentan un soporte del 69%. Segun, Hillis y Bull (1993), corresponde a la
probabilidad de que el clado formado, sea real, aunque, la exactitud (término que hace
referencia a las probabilidades respecto a que un grupo contenga una filogenia real) en los
andlisis filogenéticos con muestras que incluyen una mayor cantidad de genes respecto a
otras muestras, puede conllevar a la disminucion del soporte filogenético. Asi mismo, los
nameros en los nodos corresponden a los valores de Bootstrap/probabilidades posteriores,
mientras que los * hacen referencia a los clados que se agruparon de manera diferente en
el arbol filogenético por Maxima Verosimilitud con respecto al de Inferencia Bayesiana
(Figura 4).

El grupo externo seleccionado para el andlisis filogenético correspondié a Orientia
tsutsugamushi, debido a que originalmente era considerado una especie perteneciente al
género Rickettsia, sin embargo, los diversos analisis moleculares conllevaron a la
reclasificaciéon de la especie y al nombramiento de un nuevo género en la familia
Rickettsiaceae, denominado Orientia, siendo este un grupo filogenéticamente cercano a
Rickettsia y util debido a dicha cercania, conforme el desarrollo del andlisis filogenético

propuesto en este estudio (Tamura et al, 1995).

La especie A. dissimile, se ha registrado en estudios desarrollados en el pais como
organismo parasito de anfibios y reptiles (Acevedo et al, 2020). Teniendo en cuenta, que
es comun la interaccion biologica entre bacterias y garrapatas, dicha simbiosis puede
repercutir en el estado de salud de organismos que son parasitados por estos artrépodos
(Barandika, 2010). Haciendo alusién, a que las rickettsias en hospederos artropodos
establecen una interaccién biolégica de comensalismo en la mayoria de los casos y a pesar
del breve periodo de la presencia de las bacterias en el torrente sanguineo, estas alcanzan
a completar su ciclo de vida en el artrépodo (Santamaria et al, 2018). No obstante, en los
casos en los que las rickettsias hospedan vertebrados, la interaccion biolégica que
establecen es de parasitismo, debido a que, estos microorganismos irrumpen en los vasos
sanguineos, afectando las células endoteliales y produciendo edemas e incremento en la

permeabilidad vascular del vertebrado (Venzal y Nava, 2011). Por otra parte, Oteo et al
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(2014), propone que cualquier nueva especie de Rickettsia descrita en garrapatas, pese al
desconocimiento referente a su ecologia, debe considerarse un potencial patégeno para
los humanos. Por consiguiente, Candidatus Rickettsia colombianensi, descrita por Miranda
et al (2012) debe considerarse un grupo de relevancia en el &rea de la salud, motivo por el
que, seguir ampliando las zonas de estudio referentes a la ecologia y distribucion de este
organismo, es fundamental conforme la obtencion de informacién tedrico-cientifica, que
posibilite el establecimiento de politicas definidas acerca de esta tematica respecto al
ambito de la salud publica en el pais.

La investigacion desarrollada por Quintero et al (2017), hace mencién a la deteccion de
Candidatus R. colombianensi en garrapatas que son potenciales ectoparasitos en
humanos. Ademas, a partir de las relaciones filogenéticas obtenidas en la presente
investigacion (Figura 4) se comprobo la cercania entre la diversidad de rickettsias de los
departamentos de Coérdoba y Magdalena (Miranda et al, 2012; Cotes et al, 2018;
Santodomingo et al, 2018) con las de este estudio (Santander), lo que demuestra la
importante area de distribucién de la especie Candidatus Rickettsia colombianensi en el
pais. Teniendo en cuenta, que en el ciclo de vida de A. dissimile (vector de candidatus
Rickettsia colombianensi), este organismo tiene la capacidad de parasitar un ndmero
importante de grupos biolégicos aparte de herpetos, tales como aves y mamiferos
(incluyendo humanos), lo que le otorga mayores posibilidades de supervivencia y
distribucién en nuevos medios naturales (Guglielmone y Nava, 2010), ademas de haber

sido identificada fuera del pais, en Brasil, México y Honduras (Sanchez et al, 2019).

En el arbol filogenético (Figura 4), se evidencia la cercania entre las especies Rickettsia
monacensis y Rickettsia tamurae con Candidatus Rickettsia colombianensi, lo cual
coincide con los hallazgos realizados por Miranda et al (2012). Por lo tanto, se plantea que

Candidatus R. colombianensi, pertenece al mismo linaje de R. monacensis y R. tamurae.

El clado intermedio entre R. monacensis, R. tamurae, y el clado definido como especies
de Candidatus R. colombianensi en el arbol filogenético de este estudio, presenta
concordancia con la investigaciéon de Miranda et al (2019), quienes realizaron la primera
secuencia del genoma completo de la especie Candidatus R. colombianensi, obteniendo

en dicha investigacion, porcentajes de similitud importantes, entre el organismo en
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mencion, R. monacensis y R. tamurae, lo que se interpreta como cercania filogenética

entre estas especies.

En la investigacion desarrollada por Sumrandee et al (2014), R. monacensis, R. tamurae y
Rickettsia endosimbionte de Amblyomma dubitatum, se encuentran cercanamente
relacionadas entre si. No obstante, en el presente estudio la especie denominada en la
Tabla 5 como Rickettsia sp. (nombrada de este modo en GenBank), es un endosimbionte
de Amblyomma sculptum y se agrup6 en un mismo clado con Rickettsia endosimbionte de
Amblyomma dubitatum, formando estos un clado intermedio entre R. monacensis, R.
tamurae y el clado definido como especies de Candidatus R. colombianensi (Figura 4), lo
gue podria sugerir que existen relaciones filogenéticas cercanas entre las especies de
Rickettsia endosimbiontes de Amblyomma y que R. monacensis y R. tamurae, al presentar
porcentajes de similitud cercanos con Candidatus R. colombianensi comprenden por esa

razon un clado proximo a estos organismos.

5.Conclusion

Las garrapatas recolectadas en la Hacienda San Juan de Carare en el departamento de
Santander, corresponden en su totalidad a la especie Amblyomma dissimile. Asi mismo, la
deteccién molecular de Rickettsia desarrollada a partir de los individuos de A. dissimile,
tuvo como resultado la identificacion de Candidatus Rickettsia colombianensi en todas las

muestras secuenciadas.

La comparativa entre la diversidad de rickettsias de los departamentos de Cordoba, el
Magdalena y el producto de este estudio (Santander), sustenta la cercania entre las
rickettsias de los departamentos en mencion y sirve como argumento, para sugerir que
podria encontrarse presente en mas departamentos del pais. Sin embargo, serd necesario
desarrollar investigaciones para corroborar lo sugerido, dado que la informacion disponible

permite establecer una idea parcial a partir de esto.

Los hallazgos obtenidos representan un tema de relevancia en el area de la salud publica,

motivo por el que con el conocimiento previo y el adquirido a partir del presente estudio,
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resulta pertinente desarrollar politicas y estrategias de manejo en zonas urbanas y rurales

del pais, en funcion de esto.

En este estudio se registra por primera vez A. dissimile como ectopardsito de Leptodeira
septentrionalis. Sin embargo, esto se debe a la falta de investigacién en el pais respecto
la ecologia de garrapatas en fauna silvestre o temas que en general involucren a dicho
grupo bioldgico. A pesar de que en los Ultimos afios ha aumentado la investigacion
relacionada con estos organismos en el pais, es fundamental seguir fortaleciendo la
parasitologia como linea de investigacion, siendo un valor agregado el uso de herramientas
moleculares, puesto que posibilita la deteccion de agentes patdgenos, generando
conocimiento en pro de la sociedad en un campo con vacios de investigacion

considerables.
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7. ANEXOS

Las secuencias de Rickettsia generadas en el presente estudio, seran cargadas en
GenBank previo a la publicacion del articulo cientifico producto de este. Sin
embargo, como soporte a las secuencias mencionadas a lo largo del texto, sera

plasmada la genotipificacién de cada muestra a continuacion.

D3 (ompA):
GCCGGCAATAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACCG
ACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACATT
TATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATRACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGAGGTGGTG

D9 (ompA):
GCCGGCAATAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACCG
ACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACATT
TATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATAACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGAGGT

D11 (SCA1):
GGTACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCCYSACAATATATTATTCTCTTTCATT
GTAAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACCGGTTTCATTATATACCCCGTCTCGT
GACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTGGAGTAATAACGAGCTTGTTCTGCAA
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AAGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTGCATTATAACTATGATTGCGATGTTT
TACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATATGAATAAGTTGTCTTATCTTTAATA
AAATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTGTAGTGCAAAATTCCTCTGTAATTCT
TTTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCTATTAATAAGTTCTTTATCATTATTTT
TACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAACATTACTATAAGCTATACCTAGAAT
ATTATTGTCGATTTCAACGTCAAACCCAATAGTAGCACCTTTGTTAGTACCTCT
ATAACCGGTCATATTGTCAACGCGTCCATGATTATTAGTGCCG

E3 (ompA):
TGCCGGCAATAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACC
GACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACAT
TTATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATAACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGAGGTRGTGA

E4 (ompA):
TGCCGGCAAIAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACCG
ACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAgGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACATT
TATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATAACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGA

E4 (SCAL):
TCTCTTTAAAATTATGTTCTACCGCTCCTTGGAATGTTAGACCTAAATTATTAA
ATTTTAGAGCATCTTTTAAAGGTACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCCAGACA
ATATATTATTCTCTTTCATTGTAAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACCGGTTTC
ATTATATACCCCGTCTCGTGACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTGGAGTAA
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TAACGAGCTTGTTCTGCAAAAGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTGCATTAT
AACTATGATTGCGATGTTTTACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATATGAATA
AGTTGTCTTATCTTTAATAAAATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTGTAGTGC
AAAATTCCTCTGTAATTCTTTTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCTATTAAT
AAGTTCTTTATCATTATTTTTACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAACATTAC
TATAAGCTATACCTAGAATATTATTGTCGATTTCAACGTCAAACCCAATAGTAG
CACCTTTGTTAGTACCTCTATAACCGGTCATATTGTCAACGCGTCCATGATTA
TTAGTGCCGTACATACCACGCATCCACAAACCTCTTTTTATACGAGACTCTTC
TTCATCACC

F3 (ompA):
TGCCGGCAATAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACC
GACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACAT
TTATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATAACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGAGGT

F3 (SCAL1):
TCTCTTTAAAATTATGTTCTACCGCTCCTTGGAATGTTAGACCTAAATTATTAA
ATTTTAGAGCATCTTTTAAAGGTACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCCAGACA
ATATATTATTCTCTTTCATTGTAAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACCGGTTTC
ATTATATACCCCGTCTCGTGACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTGGAGTAA
TAACGAGCTTGTTCTGCAAAAGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTGCATTAT
AACTATGATTGCGATGTTTTACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATATGAATA
AGTTGTCTTATCTTTAATAAAATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTGTAGTGC
AAAATTCCTCTGTAATTCTTTTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCTATTAAT
AAGTTCTTTATCATTATTTTTACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAACATTAC
TATAAGCTATACCTAGAATATTATTGTCGATTTCAACGTCAAACCCAATAGTAG
CACCTTTGTTAGTACCTCTATAACCGGTCATATTGTCAACGCGTCCATGATTA
TTAGTGC
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F7 (SCAL):
GCGTTGACAATATGACCGGTTATAGAAGGTACTAACAAAGGTGCTACTATTG
GGTTTGACGTTGAAATCGACAATAATATTCIAGGTATARCTTATAGTAATGTTC
ATTCAGTATTTAAATTTAAAAATAGTAAAAATAATGATAAAGAACTTATTAATAG
CCATGTAGTTTCTATTTACJGACAAAAAGAATTACAGAGGAATTTTGCACTACA
AGCTTTAGTATCTACTTCTAAAAATTTTATTAAGGATAAACAACTTATTAATAT
GGTGTACTAARATTAGAAGTAATGTAAAACATCGCAATCATAGT

F9 (SCA1):
ATTATGTTCTACCGCTCCTTGGAATGTTAGACCTAAATTATTAAATTTTAGAGC
ATCTTTTAAAGGTACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCCAGACAATATATTATT
CTCTTTCATTGTAAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACCGGTTTCATTATATAC
CCCGTCTCGTGACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTGGAGTAATAACGAGCT
TGTTCTGCAAAAGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTGCATTATAACTATGAT
TGCGATGTTTTACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATATGAATAAGTTGTCTT
ATCTTTAATAAAATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTGTAGTGCAAAATTCCT
CTGTAATTCTTTTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCTATTAATAAGTTCTTT
ATCATTATTTTTACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAACATTACTATAAGCT
ATACCTAGAATATTATTGTCGAT

F10 (gltA):
ATGTCTACTGCTTCTTGTCAGTCTACTATCACCTATATAGACGGTGATAAAGG
AATCTTGCGGCATCGAGGATATGATATTAAAGATTTAGCTGAGAAAAGTGATT
TTTTAGAAGTAGCATATTTACTGATTTATGGGGAACTACCAAGTAGTGAGCAG
TATAATAATTTCACTAAACAGGTTGCTCATCATTCATTAGTGAATGAAAGATTA
CATTATTTATTTCAAACCTTTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTT
GCGGCTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGA
AGCAGACTACGAACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACTATCG
CCGCAATGTCTTATAAATATTCTAtAGGGCAACCGTTTATTTATCCTGATAATTC
GTTAGATTTTACCgAaAATTTTCTGCAIAIGATGTTTGCaACGCATTGTACGAAA
TATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACATG
CAGACCATGAGCAGAATGCTTCTACCTCAACAGTTCGAATTGCCGGCTCATC
CGGAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGdgGAC
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CTGCTCACGGCGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGG
TAGTTCTGAGAATATCCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCC
GTTTAGGTTAATGGGTTTCGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGACCCGCGTG
CCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGTLA
GAAAATAATCCACTGTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAA
AGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATG

F10 (ompA):
TGCCGGCAATAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACC
GACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACAT
TTATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATAACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGAGGT

F10 (SCAL1):
TACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCCAGACAATATATTATTCTCTTTCATTGT
AAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACCGGTTTCATTATATACCCCGTCTCGTG
ACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTGGAGTAATAACGAGCTTGTTCTGCAAA
AGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTGCATTATAACTATGATTGCGATGTTTT
ACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATATGAATAAGTTGTCTTATCTTTAATAA
AATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTGTAGTGCAAAATTCCTCTGTAATTCTT
TTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCTATTAATAAGTTCTTTATCATTATTTTT
ACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAACATTACTATAAGCTATACCTAGAATA
TTATTGTCGATTTCAACGTCAAACCCAATAGTAGCACCTTTGTTAGTACCTCTA
TAACCGGTCATATTGTCAACGCGTCCATGAT

F11 (ompA):
TGCCGGCAATAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCCCCTGTAACAATAGAACC
GACGCTGGTATCTTCAGTAATATTTAGACCTCCAGGATTAGTAGCCGCAACAT
TTATAGCCGTAATAATACGACCGACTTTATCTGCAGTGATATTATGATTACCAC
CGTAAGTAAATGCCTTATTGTCTTGAGGACCGTCAGCAGGAATACCATTAGCT
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ACTCCTTCAGCCATTATCTCATGCCAATTACCATCAGCAGCAAGATCACTAAA
TGCTGCATTATTATTAGAAATAACACCCGCAGCAACACCCAACACCCCACTAC
TACTCAGCATTAATGCTGCGGTTGAGGT

F11 (SCAL):
AGAGCATCTTTTAAAGGTACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCCAGACAATATA
TTATTCTCTTTCATTGTAAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACCGGTTTCATTAT
ATACCCCGTCTCGTGACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTGGAGTAATAACG
AGCTTGTTCTGCAAAAGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTGCATTATAACTA
TGATTGCGATGTTTTACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATATGAATAAGTT
GTCTTATCTTTAATAAAATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTGTAGTGCAAAA
TTCCTCTGTAATTCTTTTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCTATTAATAAGT
TCTTTATCATTATTTTTACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAACATTACTATA
AGCTATACCTAGAATATTATTGTCGATTTCAACGTCAAACCCAATAGTAGCAC
CTTTGTTAGTACCTCTATAACCGGTCATATTGTCAACGCGTCCATGATTATTA
GTGCCGTACATACCACGCATCCACAAACCT

G4 (SCAL):
TCTGTCTCTTTAAAAATTATGTTCTACCGCTCCTTGGAATGTTAGACCTAAATT
ATTAAATTTTAGAGCATCTTTTAAAGGTACTTTGACTTTAGTACCGACAATTCC
AGACAATATATTATTCTCTTTCATTGTAAGAGCTATTTCTTGTACGTTAATACC
GGTTTCATTATATACCCCGTCTCGTGACTTCCCGTATCTTAAGCCAATATTTG
GAGTAATAACGAGCTTGTTCTGCAAAAGATAATTATAATTCAGTAATGCTTCTG
CATTATAACTATGATTGCGATGTTTTACATTACTTCTAATTTTAGTATCACCATA
TGAATAAGTTGTCTTATCTTTAATAAAATTTTTAGAAGCAGATACTAAAGCTTG
TAGTGCAAAATTCCTCTGTAATTCTTTTTGTCCGTAAATAGAAACTACATGGCT
ATTAATAAGTTCTTTATCATTATTTTTACTATTTTTAAATTTAAATACTGAATGAA
CATTACTATAAGCTATACCTAGAATATTATTGTCGATTTCAACGTCAAACCCAA
TAGTAGCACCTTTGTTAGTACCTCTATAACCGGTCATATTGTCAACGCGTCCA
TGATTATTAGTGCCGTACATACCACGCATCCACAAACCTCTTTTTATAC




